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Introduccio´n
“En el campo de la investigacio´n el azar no favorece
ma´s que a los espı´ritus preparados”
Pasteur

31 Introduccio´n
1.1. Streptococcus pneumoniae. Perspectiva histo´rica
1.1.1. Descripcio´n e identificacio´n
Durante el siglo XIX Streptococcus pneumoniae fue de las primeras bacterias que se
aislaron y caracterizaron como causa de enfermedad infecciosa en los humanos. Ha
sido uno de los microorganismos clave en el desarrollo de la bacteriologı´a moderna, de
la microbiologı´a molecular y de la terapia antimicrobiana, ası´ como en el estudio de la
posterior aparicio´n de resistencias. Tambie´n ha contribuido al desarrollo de diferentes
a´reas en el campo de la microbiologı´a; gracias al conocimiento de la biologı´a y fisiologı´a
de Streptococcus pneumoniae se han desarrollado diferentes a´reas de la inmunologı´a y
de la medicina preventiva con la inclusio´n de vacunas frente a dicho microorganismo en
las polı´ticas de prevencio´n de la infeccio´n neumoco´cica asociada [1, 2].
Hasta la de´cada de los an˜os 80 del siglo XIX, la enfermedad conocida como neu-
monı´a era considerada una afeccio´n respiratoria, sin tratamiento especı´fico ma´s alla´ de
lo que hoy denominamos medidas de soporte y preparados medicinales a base de plan-
tas, todas ellas sin efecto directo evidente sobre el agente causal. Los primeros aislados
de Streptococcus pneumoniae en muestras de pacientes datan de 1880 y se realiza-
ron de forma independiente, aunque simulta´neamente, por Louis Pasteur y George M.
Sternberg, a pesar de que el primero en visualizar un microorganismo de morfologı´a
compatible con Streptococcus pneumoniae en muestras de esputo y biopsia de pulmo´n
fue Edwin Klebs en 1875 [1].
Practicando uno de sus experimentos sobre la rabia en Parı´s, Louis Pasteur inoculo´ sa-
liva de un nin˜o muerto por rabia en un conejo. El animal enfermo´ y murio´ con una pro-
gresio´n mucho ma´s ra´pida que la observada en el caso de la infeccio´n por rabia. Pasteur
fue capaz de contagiar otros conejos a partir de sangre del animal muerto y aislo´ el
microorganismo de e´stos en diferentes medios de laboratorio al que llamo´ microbe sep-
tice´mique du saliva. En sus anotaciones de las observaciones al microscopio describio´:
“tras la observacio´n con diferentes objetivos, se aprecia que cada una de estas pequen˜as
partı´culas esta´ rodeada de una especie de aureola que parece estar compuesta de algu-
na sustancia” describiendo por primera vez la ca´psula polisacarı´dica, una de las carac-
terı´sticas morfolo´gicas y de patogenicidad ma´s importantes de S. pneumoniae [3].
Sternberg trabajaba en el estudio de la malaria en Nueva Orleans. Como control de
uno de sus experimentos inoculo´ su propia saliva en un conejo, por vı´a subcuta´nea, que
ra´pidamente enfermo´ y murio´. Como e´l mismo describio´, en la sangre tanto del animal
muerto como de otros conejos inoculados de igual forma se observaban “una inmensa
cantidad de micrococos, normalmente dispuestos en parejas, de 0,5 micras de dia´me-
tro”, llamo´ a este microorganismo Micrococcus pasteuri [4]. En 1883 se denomino´ al
microorganismo como neumococo y como Diplococcus pneumoniae, nomenclatura que
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permanecio´ vigente hasta 1974, an˜o en que se reclasifico´ en base a su capacidad de
formar cadenas al crecer en medio lı´quido y paso´ a denominarse Streptococcus pneu-
moniae.
Un par de an˜os antes, en 1881 Carl Friedla¨nder observo´ cocos con disposicio´n en ca-
denas y en parejas en biopsias pulmonares de ma´s de cincuenta pacientes que murieron
a causa de neumonı´a. Sin embargo se genero´ una gran confusio´n en torno al agente in-
feccioso causal de dicha enfermedad, ya que Friedla¨nder observo´ el llamado bacilo de
Friedla¨nder (Klebsiella pneumoniae) de un paciente que habı´a muerto por neumonı´a.
Parece ser que debido a las malas interpretaciones de sus anotaciones al respecto, se
considero´ dicho bacilo como el u´nico agente causal de neumonı´a, dejando de lado el
papel que los diplococos anteriormente descritos podrı´an jugar. En el mismo laborato-
rio en el que Friedla¨nder desarrollaba sus trabajos, trabajaba Hans Christian Gram, que
en 1883 puso a punto una tincio´n especı´fica que permitı´a visualizar y diferenciar varios
tipos de microorganismos en muestras orga´nicas. Entre los ensayos para poner a pun-
to y validar la exitosa y au´n usada tincio´n de Gram, realizo´ esta te´cnica sobre veinte
biopsias pulmonares de pacientes que habı´an fallecido por neumonı´a. En diecinueve de
dichas tinciones se observaron diplococos de color azul (clasificados posteriormente co-
mo Gram-positivos) mientras que en la muestra restante se observaron bacilos de color
rojo (denominados posteriormente Gram-negativos). A pesar de estas observaciones,
Gram nunca publico´ entre sus trabajos que la observacio´n mayoritaria en muestras de
pacientes con neumonı´a eran diplococos Gram-positivos, aunque sı´ se han encontrado
cartas privadas en las que describe que el transcurso de la neumonı´a en el paciente del
que se aislo´ el bacilo de Friedla¨nder fue bastante diferente al transcurso de la neumonı´a
comu´n [5].
Esta pole´mica generada en torno a la posible causa infecciosa de la neumonı´a y la
posibilidad de ser diagnosticada impulso´ el desarrollo de ma´s estudios hasta que en
1887 se relaciono´ directamente al neumococo como causa de neumonı´a lobular, ya que
se observaba en la mayorı´a de las tinciones por el me´todo de Gram (finalmente publicado
y aprobado por la comunidad cientı´fica en 1884) y cumplı´a los postulados de Koch [6].
Gracias a estos estudios tambie´n se publico´ que a pesar de encontrarse el neumococo
como microorganismo ma´s frecuente en las muestras procedentes de pacientes con
neumonı´a, una gran variedad de microorganismos (posteriormentes denominados como
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Haemophilus spp, y el bacilo de Friedla¨nder)
se aislaban tambie´n en estas muestras [7].
En 1886, Fra¨nkel (que previamente acun˜o´ el nombre de “pneumokokkus” para S. pneu-
moniae) aislo´ el microorganismo de la piamadre de un paciente que habı´a muerto de
meningitis, aunque no se pudo determinar si la meningitis fue primaria o secundaria a
una neumonı´a. El mismo an˜o se publico´ un trabajo en el cual se observaron diploco-
cos Gram-positivos en biopsias renales de 13 de 550 pacientes que habı´an fallecido por
neumonı´a, indicando la posible diseminacio´n hemato´gena del microorganismo a otras lo-
calizaciones anato´micas. En pocos an˜os se publicaron diferentes trabajos en los que se
describı´an varias complicaciones asociadas a la neumonı´a neumoco´cica, como artritis,
endocarditis o pericarditis.
La observacio´n de ciertas condiciones en los enfermos que predisponı´an a sufrir neu-
monı´a neumoco´cica no se produjo hasta 1952 tras la publicacio´n de cinco casos en
nin˜os esplenectomizados por esferocitosis que habı´an muerto a causa de una sepsis
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neumoco´cica. Ası´ en los an˜os sucesivos se describieron diferentes factores de riesgo,
siempre asociados a deficiencias en la inmunidad humoral o a defectos en la cascada
del complemento como cirrosis, hepatitis, diabetes, alcoholismo o fatiga [8].
1.1.2. Serotipos y clasificacio´n
Con la identificacio´n de diferentes microorganismos, particularmente S. pneumoniae
como agente causal de la neumonı´a, se abrieron muchas lı´neas de investigacio´n en
el campo de la prevencio´n de la enfermedad neumoco´cica y su posible tratamiento. Se
demostro´ la inmunizacio´n a trave´s de sueros de pacientes con neumonı´a, describie´ndose
ası´ lo que hoy conocemos como inmunidad humoral frente al neumococo. A pesar de
que han sido necesarios muchos an˜os de investigacio´n posterior para poder determinar
que la inmunidad conferida en estos experimentos era debida a la inoculacio´n de un
polisaca´rido y no de una toxina, ya en 1891, se observo´ que el neumococo en presencia
de suero de conejo inmune se comportaba de forma diferente a otras bacterias, ya que
aglutinaba el suero alrededor de la ca´psula bacteriana.
En 1902, Neufeld desarrollo´ un me´todo para diferenciar el neumococo de otros estrep-
tococos, que consistı´a en enfrentarlo a sueros de conejos inmunizados con sangre de
diferentes pacientes y observar la aglutinacio´n caracterı´stica, te´cnica a la que llamo´ “Que-
llung test”. Gracias a esta te´cnica, se establecio´ la primera clasificacio´n en funcio´n de la
respuesta del neumococo frente a diferentes sueros, se describieron en un primer mo-
mento cuatro serotipos o tipos: I, II, III y IV [9]. Sin embargo, la te´cnica de serotipado, tal y
como se aplica hoy en dı´a, se estandarizo´ por Sabin y no se popularizo´ hasta mediados
del siglo XX.
En 1917 Avery y su equipo de investigacio´n describieron “una sustancia soluble y ela-
borada de forma especı´fica por S. pneumoniae, que se excreta en la orina de los pacien-
tes con neumonı´a neumoco´cica”. An˜os despue´s consiguieron aislar y precipitar dicha
sustancia de un neumococo de tipo II, observando que se trataba de un polisaca´rido.
Tras este descubrimiento se realizaron estudios sobre el papel que jugaba esta mole´cu-
la en la aglutinacio´n frente a los antisueros descritos, llegando a la conclusio´n de que los
anticuerpos generados frente a la ca´psula eran los responsables de la inmunidad frente
a la infeccio´n neumoco´cica. Ası´ se abrio´ una nueva lı´nea de investigacio´n en torno a
las caracterı´sticas quı´micas y rutas de sı´ntesis de los diferentes polisaca´ridos conoci-
dos hasta el momento. Serı´an necesarios au´n varios an˜os hasta definir los ma´s de 90
serotipos que actualmente pueden diferenciarse tanto en la clasificacio´n por el sistema
americano, como en la clasificacio´n danesa, desarrollada en el Statens Serum Institute
en Copenague.
Las investigaciones sobre el polisaca´rido capsular del neumococo siguen vigentes tan-
to para entender su fisiologı´a y patogenicidad, como para mejorar la clasificacio´n por
serotipos, de hecho, recientemente se han descrito variaciones en la ca´psula del tipo 6
dando lugar a serotipos nuevos, 6C y 6D [10, 11].
1.1.3. Avances en la biologı´a molecular y S. pneumoniae
En la segunda mitad del siglo XX se desarrollo´ la biologı´a molecular y en gran parte
fue gracias a los estudios realizados sobre S. pneumoniae. En base a los resultados
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de los experimentos de Griffith, se pudo establecer que el ADN es la unidad ba´sica
del material gene´tico [12]. Griffith trato´ de explicar el mecanismo por el cual se daban
variantes de colonia lisa y rugosa del microorganismo en funcio´n de la produccio´n de
ca´psula y por tanto de su patogenicidad. Descubrio´ que cuando se inyectaban ratones
con una preparacio´n de ce´lulas de S. pneumoniae vivas de tipo II rugosas (sin ca´psula),
y de ce´lulas muertas de tipo III lisas (capsuladas), el rato´n desarrollaba la enfermedad,
y tambie´n demostro´ que de los cultivos de muestras procedentes del animal se aislaban
neumococos de tipo III vivos. Tras muchos experimentos similares con neumococos lisos
y rugosos de diferentes tipos, llamo´ a este feno´meno transformacio´n [12, 13].
Avery investigo´ el papel del ADN en el feno´meno de la transformacio´n y llego´ al des-
cubrimiento de que el “principio transformante” era realmente el ADN y no una proteı´na
o un carbohidrato.
Una vez abierta la lı´nea de investigacio´n en la biologı´a molecular de S. pneumoniae, se
hicieron descubrimientos relevantes, entre ellos que el neumococo es capaz de incorpo-
rar en su genoma grandes cadenas de ADN sencillas, lo que se denomino´ “competencia”
Thomasz, Claverys y muchos investigadores ma´s estudiaron la naturaleza y mecanismos
por los que se produce la transformacio´n y la competencia y ası´ se descubrio´ que es-
tos procesos son la base feno´menos tan importantes como el intercambio o switching
capsular o la resistencia a los antimicrobianos [14, 15].
1.1.4. Inmunoterapia e inmunizacio´n
En el marco de los trabajos de inmunizacio´n frente a la rabia y otros microorganis-
mos, se desarrollaron experimentos de inmunizacio´n a conejos mediante inoculacio´n de
ce´lulas inactivadas por calor, filtrado de cultivos e incluso de lı´quido pleural de pacientes.
Se observo´ que no so´lo se inmunizaba a los animales inoculados, sino que tambie´n las
crı´as recie´n nacidas de e´stos presentaban resistencia al desarrollo de la enfermedad,
demostrando una posible transferencia pasiva de la inmunidad. Las primeras vacunas
frente a S. pneumoniae se ensayaron en animales y se utilizaron en un primer momento
como terapia en enfermos ma´s que como tratamiento preventivo o medida de control. El
tratamiento mediante vacunacio´n se inicio´ en Chicago en 1918 y consistı´a en dar vacu-
nas preparadas a base de ce´lulas inactivadas a pacientes con neumonı´a neumoco´cica
diagnosticada, basa´ndose en el exitoso modelo empleado en el tratamiento de la difteria
que se apoyaba en la idea de que esta estrategia aceleraba la produccio´n de anticuer-
pos [16].
La confirmacio´n sobre la utilidad del tratamiento serolo´gico en enfermos de neumonı´a
se produjo tras administrar dicho tratamiento en un campamento militar en Estados Uni-
dos y a los soldados durante la I guerra mundial, en principio so´lo frente al neumococo
de serotipo I y ma´s tarde tambie´n frente al de serotipo II, aunque con menos e´xito y no
se pudo conseguir un suero activo para la inmunizacio´n frente al neumococo de serotipo
III. A pesar de que los resultados de este ensayo no fueron concluyentes segu´n el disen˜o
de los investigadores, sı´ que sugerı´an la eficacia de la terapia serolo´gica para disminuir
el impacto de la infeccio´n neumocc´ocica [17]. Esto impulso´ para que se disen˜aran varios
ensayos clı´nicos en los cuales se pudo incluso establecer una relacio´n estadı´sticamente
significativa entre el tratamiento serolo´gico y la disminucio´n de la mortalidad [16]. A pe-
sar de todo ello, la terapia serolo´gica suponı´a graves riesgos para el paciente ya que era
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frecuente la presentacio´n de reacciones anafila´cticas graves por el resto de componen-
tes de los sueros inoculados. Los sueros utilizados procedı´an en un primer momento de
caballo y ma´s tarde, con el estudio de la purificacio´n del antı´geno y concentracio´n de los
anticuerpos en el suero administrado se llegaron a desarrollar sueros de conejo altamen-
te especı´ficos para la inmunizacio´n frente a S. pneumoniae. A su vez, en universidades
prestigiosas como Harvard o Rockefeller se elaboraron guı´as para la correcta adminis-
tracio´n de esta terapia; el paciente que se elegı´a para tratar debı´a estar correctamente
diagnosticado por signos clı´nicos y radiolo´gicos. Se establecio´ que para que el tratamien-
to fuera eficaz, el paciente debı´a encontrarse en las fases iniciales de la enfermedad, sin
llevar ma´s de tres dı´as de curso clı´nico.
Una vez diagnosticado un paciente, se determinaba el serotipo bien por observacio´n
directa del Quellung sobre las muestras de esputo o bien por inoculacio´n en un modelo
animal. Tambie´n era necesario recabar datos sobre hipersensibilidad a los caballos o
conejos, inmunizacio´n anterior frente a la difteria, asma, urticaria u otro tipo de alergias.
Finalmente, era imprescindible someter a todos los pacientes, antes de recibir el suero,
a una prueba de sensibilidad cuta´nea con polisaca´ridos de neumococo purificados y era
obligatorio tener epinefrina “a pie de cama” para actuar frente a posibles reacciones
anafila´cticas.
El volumen de suero a emplear en funcio´n de la dosis de anticuerpos que se querı´a
administrar se pauto´ en un primer momento de forma empı´rica hasta que en 1933 se
describio´ un me´todo por el cual era posible adecuar la dosis en funcio´n de la respuesta
a la prueba de sensibilidad [18].
La conocida como “terapia serolo´gica” o inmunoterapia se implanto´ ampliamente en
Estados Unidos y en Europa como medida de control de la neumonı´a, a pesar de ser
una terapia que requerı´a personal especializado, suponı´a elevados costes y riesgos pa-
ra el paciente. Con la aparicio´n de los antimicrobianos se abandono´ esta estrategia, pero
la investigacio´n continuo´ en la lı´nea de la inmunizacio´n, hasta que en 1940 Austrian
demostro´ que la vacunacio´n con polisaca´ridos capsulares purificados de diferentes se-
rotipos era una medida eficaz para la prevencio´n en adultos frente a las infecciones por
esos tipos capsulares [19, 20].
1.1.5. Terapia qu´ımica, antibio´ticos y antimicrobianos
Antes del descubrimiento de la terapia serolo´gica, se habı´an ensayado mu´ltiples reme-
dios frente a la neumonı´a neumoco´cica; extractos de plantas como la digital, soluciones
de permanganato y de mercuriocromo, potasio e incluso aspirina, todas ellas con poco
e´xito. Los primeros avances se observaron al tratar pacientes con neumonı´a con un com-
puesto derivado de la quinina, la dietilcupreı´na ma´s conocida como optoquina. Hoy en
dı´a, la sensibilidad de S. pneumoniae frente a este compuesto se emplea como diagno´sti-
co diferencial in vitro del neumococo y otros estreptococos. A pesar de que ra´pidamente
se observo´ que en los modelos en ratones, el neumococo generaba resistencia frente a
la accio´n de la optoquina, se utilizo´ masivamente y sin control de dosificacio´n, hasta que
se recogieron datos en los que se indicaba que producı´a neuropatı´a o´ptica como efecto
adverso grave, momento desde el cual, se desecho´ su utilizacio´n en humanos [21].
Gracias al descubrimiento del prontosil en 1932 y de su compuesto activo, la sulfonila-
mida, se popularizo´ el uso del llamado “elixir de sulfonila”, que consistı´a en un jarabe de
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dicho compuesto utilizando como excipiente un compuesto neuroto´xico, el etile´nglicol. A
pesar de ser un tratamiento efectivo frente a S. pneumoniae, la agencia para el control
de alimentos y medicamentos de Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA),
elaboro´ un informe desfavorable, debido probablemente a los efectos to´xicos del exci-
piente [2]. Uno de los compuestos derivados del prontosil, la sulfapiridina, fue el primer
compuesto con el que se consiguieron resultados de curacio´n sin efectos adversos en el
tratamiento de un paciente con neumonı´a. La utilizacio´n de la sulfapiridina para el trata-
miento y curacio´n de la neumonı´a neumoco´cica se consolido´ definitivamente en Europa,
cuando se publico´ la curacio´n inesperada de Churchill en 1943 [22].
En Estados Unidos, tras los fracasos de la sulfonamida, la FDA regulo´ el uso de la
sulfapiridina de forma que so´lo se podı´a utilizar por me´dicos que adema´s realizaran
investigaciones sobre el compuesto. Gracias a ello se pudo comprobar que los pacientes
tratados no presentaban efectos adversos y que se trataba de un compuesto seguro para
desplazar a la terapia serolo´gica en el tratamiento de la neumonı´a. Sin embargo, durante
ese mismo an˜o, 1943, ya fueron detectadas las primeras cepas de S. pneumoniae que
presentaban resistencia a la sulfonamida.
A pesar del descubrimiento de la penicilina a finales de los an˜os 20 del siglo XX, su
uso para el tratamiento de la neumonı´a neumoco´cica no se popularizo´ hasta 1942, ya
que en aquellos an˜os se creı´a que la sensibilidad in vitro de S. pneumoniae frente a
este compuesto era mucho menor que la que presentaba Staphylococcus aureus, con lo
cual se presuponı´a que no tenı´a buena actividad frente a neumococo [23]. Los primeros
tratamientos con penicilina que se probaron en pacientes con infeccio´n neumoco´cica se
administraron en tres casos de endocarditis tratados previamente con sulfonamida. A
pesar de que todos murieron, tras la administracio´n de penicilina, dos de ellos mejoraron
notablemente, y todos los hemocultivos se negativizaron [24, 25].
Otra de las causas por las que la penicilina tardo´ en utilizarse en pacientes con infec-
ciones neumoco´cicas fue la baja disponibilidad del antibio´tico, debido a la dificultad para
su produccio´n y purificacio´n. Cuando por fin se desarrollaron los procesos industriales
para la produccio´n de penicilina, los procesos infecciosos causados por S. pneumoniae
como la neumonı´a, artritis se´ptica, endocarditis y bacteriemia pasaron a ser fa´cilmen-
te controlables sin las complicaciones y riesgos que suponı´a la terapia se´rica y sin ser
imprescindible la determinacio´n del serotipo. Au´n ası´ en los artı´culos de la e´poca, sı´ se
hace referencia a la persistencia de la tasa de mortalidad (en torno al 20 %) asociada
a la neumonı´a neumoco´cica y la observacio´n de que en la poblacio´n en edades extre-
mas (nin˜os y ancianos), las enfermedades causadas por S. pneumoniae no estaban tan
controladas como en los adultos [26].
Fueron necesarios 25 an˜os desde que comenzo´ a utilizarse la penicilina en el trata-
miento frente a S. pneumoniae para que se constatase las primeras pe´rdidas de sensi-
bilidad a este compuesto en el uso clı´nico. En los primeros ensayos que se realizaron
en ratones, se observo´ que el neumococo tenı´a la capacidad de sobrevivir en presen-
cia de bajas concentraciones del antibio´tico [23]. Tras la aparicio´n en los an˜os 80 de
los primeros aislados altamente resistentes a penicilina, la resistencia se convirtio´ en un
problema mundial en menos de diez an˜os, lo que impulso´, y au´n actualmente impulsa, el
desarrollo de la investigacio´n de los mecanismos implicados en la resistencia a diferen-
tes compuestos. El uso global de la penicilina tambie´n provoco´ cambios epidemiolo´gicos
a nivel poblacional; los serogrupos ma´s invasivos (1, 2, 3, 5 y 7) pasaron a ser poco
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frecuentes, tanto en el estado de portador, como en los procesos infecciosos, pasando
a ser los serogrupos “infantiles” (6, 9, 14, 19 y 23) los ma´s exitosos tanto en la coloni-
zacio´n como en las enfermedades propias de la infancia, especialmente la otitis media,
por ello se cree que fueron los primeros serotipos (6A, 6B, 9V, 19F, 19Ay 23F) en adquirir
mecanismos de resistencia.
1.2. Infeccio´n neumoco´cica. Epidemiologı´a
El nicho ecolo´gico habitual de S. pneumoniae es la nasofaringe. Hay estudios en los
que tras un u´nico cultivo de una torunda nasal, se aislan S. pneumoniae en el 5-10 % de
los adultos sanos, y en el 40 % de nin˜os sanos y tras cultivos repetidos, el porcentaje de
aislados aumenta hasta el 60 %. Otra particularidad de la colonizacio´n nasofarı´ngea es
que tiene tendencia estacional, siendo mayor en los meses frı´os del an˜o. El estado de
portador esta´ cla´sicamente asociado a los nin˜os, que adquieren la primera colonizacio´n
hacia los seis meses de edad y se van recolonizando por S. pneumoniae de diferentes
serotipos, cada seis meses, siendo frecuente la co-colonizacio´n por ma´s de un seroti-
po [27]. En el caso de los adultos, la colonizacio´n de la nasofaringe por S. pneumoniae
tambie´n puede producirse, pero es transitoria, de forma que un serotipo suele persistir
en la mucosa respiratoria so´lo entre dos y cuatro semanas. Para que S. pneumoniae
pase de ser un microorganismo que coloniza las vı´as respiratorias altas a causar pro-
cesos infecciosos, se deben dar una serie de factores, que dependen del hospedador y
de los mecanismos de patogenicidad de la bacteria que sera´n descritos ma´s adelante
(ver apartado 1.4) [8]. La colonizacio´n de la mucosa respiratoria es un factor predispo-
nente para la infeccio´n neumocc´ocica invasiva, no obstante existen diferentes estudios
en los que se propone la colonizacio´n como un factor protector frente a la adquisicio´n de
serotipos con mayor capacidad invasiva, cuya colonizacio´n suele ser transitoria [28]
Entre los factores que predisponen a la infeccio´n neumoco´cica se encuentran los de-
fectos en los mecanismos inmunitarios ya que S. pneumoniae es un microorganismo ex-
tracelular, frente al cual tanto la inmunidad humoral (inmunoglobulinas y complemento)
como la celular mediante fagocitosis (activacio´n de macro´fagos) juegan un papel clave
para su eliminacio´n de los lugares de infeccio´n. Deficiencias en la formacio´n de anti-
cuerpos por causas conge´nitas contribuyen a que S. pneumoniae sea la causa principal
de infeccio´n respiratoria en pacientes con de´ficit en la formacio´n de γ-globulinas o en
enfermos con mieloma mu´ltiple, linfomas o leucemia linfa´tica cro´nica. Las deficiencias
del sistema inmunitario adquiridas como la infeccio´n por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) hacen que la infeccio´n neumoco´cica sea tan frecuente en estos pacientes
que se recomienda realizar deteccio´n de VIH en los pacientes jo´venes con neumonı´as
neumoco´cicas de repeticio´n. Con respecto a la inmunidad celular, las deficiencias que
se asocian con la infeccio´n neumoco´cica son el de´ficit en la cascada del complemento,
en especial los que afectan a la vı´a de activacio´n del factor C3b, dado que el suero no
esta´ implicado en estos mecanismos, al igual que la neutropenia. Sin embargo, defectos
en la opsonizacio´n por los polimorfonucleares, como en las granulomatosis cro´nicas, no
predisponen a la infeccio´n dado que el neumococo carece de catalasa y es, por tanto,
sensible a la accio´n de los radicales pero´xido y de la mieloperoxidasa presentes en la
membrana de dichas ce´lulas.
El bazo tiene un papel fundamental en la defensa del organismo frente a S. pneu-
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moniae. Los neumococos que han sido opsonizados se eliminan por el hı´gado, pero
las ce´lulas de S. pneumoniae que han sido capaces de escapar a la opsonizacio´n se
eliminan por el bazo ya que la sangre pasa ma´s despacio a trave´s de este o´rgano y
se prolonga el contacto de los microorganismos con las ce´lulas del sistema retı´culoen-
dotelial en los cordones de Billroth. De hecho, a los pacientes esplenectomizados se les
considera de alto riesgo para sufrir enfermedad neumoco´cica invasiva [8] y la vacunacio´n
frente a neumococo esta´ altamente recomendada [29, 30].
La edad del paciente es un factor importante que predispone a la infeccio´n neumoco´ci-
ca. Es ma´s habitual en pacientes ancianos y en lactantes y nin˜os menores de dos an˜os.
El de´ficit inmunitario, tanto por inmadurez como por deficiencias en la respuesta, ası´ co-
mo la presencia de enfermedades de base o malnutricio´n o la funcio´n inadecuada del
bazo, son posibles explicaciones.
El alcoholismo esta´ relacionado con la infeccio´n neumoco´cica hasta en un 30 % de los
casos segu´n algunos estudios. Se cree que esto puede ser debido al estilo de vida de
estos pacientes, la continua exposicio´n al frı´o, la malnutricio´n o la ausencia del reflejo del
vo´mito.
La diabetes mellitus es otro factor predisponente, ya que la funcio´n fagocı´tica esta´ alte-
rada, especialmente si hay insuficiencia renal. Muchos procesos cro´nicos se asocian con
infecciones debidas a S. pneumoniae que suelen necesitar ingreso hospitalario, llegando
incluso a producirse infecciones nosocomiales por este microorganismo [8].
Las infecciones previas por virus tambie´n son un factor predisponente importante, es-
pecialmente en el caso de las infecciones causadas por el virus de la gripe, esto podrı´a
ser explicado por el aumento de los receptores de membrana celular que favorece la
adherencia del neumococo a la mucosa y su invasio´n. Varios trabajos realizados para
establecer la relacio´n entre la neumonı´a neumoco´cica y la elevada mortalidad de la pan-
demia de gripe A/H1N1 de 1918 demuestran que en ma´s del 50 % de los casos, las
muertes en enfermos que se contagiaron del virus de la gripe, se debieron a neumonı´a
bacteriana (principalmente neumoco´cica) segu´n un estudio anato´mico-patolo´gico de las
necropsias de tejido pulmonar [31, 32, 33]. En base a esto, otros trabajos relacionan el
beneficio que podrı´a aportar la vacunacio´n frente a S. pneumoniae en caso de sufrir una
pandemia de gripe como en la gripe rusa (1889-1893), la gripe espan˜ola (1918-1919), la
gripe asia´tica (1958-1959) o la gripe de Hong Kong (1969-1969) como medida de pre-
vencio´n de enfermedad neumoco´cica invasiva. La reciente pandemia de la variante de la
nueva gripe A (H1N1) 2009 de origen porcino podrı´a reforzar nuevamente las estrategias
de vacunacio´n.
Otros procesos que afectan al tracto respiratorio como la enfermedad pulmonar obs-
tructiva cro´nica (EPOC), las bronquiectasias, las deficiencias en el aclaramiento ciliar y la
inhalacio´n de to´xicos o el tabaquismo esta´n directamente relacionados con la predisposi-
cio´n a que los neumococos presentes en la mucosa nasofarı´ngea la invadan y provoquen
infeccio´n.
Por u´ltimo, hay otra serie de factores, que a pesar de no conocer bien las causas,
esta´n directamente relacionados con la predisposicio´n a sufrir infeccio´n neumoco´cica,
como son el estre´s y la fatiga. En la tabla 1.1 se muestra un resumen de los factores
predisponentes para sufrir enfermedad neumoco´cica invasiva.
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Factor predisponente Causa
Formacio´n defectuosa de anticuerpos
Enfermedades conge´nitas
Mieloma mu´ltiple
Leucemia linfa´tica cro´nica
Linfoma
Infeccio´n por VIH
Deficiencia o ausencia de factores del complemento C1, C2, C3 y C4
Deficiencia en linfocitos polimorfonucleares
Neutropenia cro´nica
Anemia apla´sica
Fa´rmacos
Funcio´n de linfocitos polimorfonucleares alterada
Alcoholismo
Cirrosis hepa´tica
Diabetes mellitus
Insuficiencia renal
Tratamiento con corticoesteroides
Infeccio´n respiratoria previa Virus de la gripe
Alteraciones respiratorias
Asma
EPOC
Tabaquismo
Exposicio´n a portadores
Centros de dı´a
Cuarteles
Prisiones
Guarderı´as
Otros
Edad (infancia y ancianidad)
Malnutricio´n
Fatiga y estre´s
Exposicio´n al frı´o
Tabla 1.1: Factores predisponentes para sufrir enfermedad neumoco´cica invasiva
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1.2.1. S´ındromes cl´ınicos
S. pneumoniae puede ser causa de diferentes infecciones en el tracto respiratorio por
migracio´n directa de los microorganismos que se encuentran colonizando la nasofarin-
ge. Ası´ mismo, por diseminacio´n hemato´gena, tambie´n puede llegar al sistema nervioso
central, las va´lvulas cardiacas, huesos, articulaciones y a la cavidad peritoneal. En algu-
nos casos, la invasio´n de la pleura y del sistema nervioso central puede darse tambie´n
por migracio´n desde la nasofaringe o desde el oı´do medio. La bacteriemia puede ser pri-
maria, cuando no hay un foco aparente desde el cual se diseminan los microorganismos
por la sangre o secundaria a otros procesos infecciosos.
1.2.1.1. Otitis media aguda
La otitis media aguda representa la causa ma´s comu´n de consulta pedia´trica ası´ como
uno de los motivos ma´s habituales de prescripcio´n de antibio´ticos en los nin˜os [34]. Exis-
te una predisposicio´n a sufrir este tipo de infecciones en los meses frı´os del an˜o, esto
se explica debido a que la infeccio´n por virus respiratorios como los coronavirus, virus
respiratorio sincitial y los adenovirus favorecen el desarrollo de otitis media aguda por S.
pneumoniae tras el cuadro viral [8, 35]. Normalmente el diagno´stico es presuntivo y el
tratamiento es empirı´co, pero si se quiere estudiar los microorganismos implicados en el
cuadro es necesario realizar una timpanocentesis y cultivar el exudado del oı´do medio.
Las guı´as de pediatrı´a recomiendan realizar dos timpanocentesis en el transcurso del
cuadro, una al inicio, previo al tratamiento antimicrobiano y una segunda a los tres-cinco
dı´as de iniciar el tratamiento para comprobar la eficacia del tratamiento. Hay una gran
discusio´n sobre el beneficio de aplicar tratamiento antibio´tico. La desventaja que conlle-
va tratar este cuadro, es elevar la presio´n de antibio´ticos a la que esta´n expuestos los
microorganismos que forman parte de la microbiota farı´ngea. Por otra parte, a pesar de
ser infecciones que, en algunos casos, pueden resolverse sin tratamiento antimicrobiano,
la probabilidad de que se desarrollen complicaciones ma´s graves como la mastoiditis es
elevada. En un estudio realizado en el Hospital Nin˜o Jesu´s de Madrid, comprobaron que
los casos de mastoiditis entre los an˜os 1999 y 2005, aumentaron el doble cada an˜o,
con igualdad de ingresos cada an˜o a excepcio´n de 2005, an˜o en el que los ingresos se
triplicaron [36].
Los microorganismos implicados con ma´s frecuencia varı´an en funcio´n de la epide-
miologı´a local, la implantacio´n de campan˜as de vacunacio´n y el uso de antibio´ticos. El
microorganismo que se aı´sla con mayor frecuencia es S. pneumoniae, so´lo o conjunta-
mente con H. influenzae no tipable, llegando a causar hasta un 80 % de estas infeccio-
nes [37, 35].
1.2.1.2. Sinusitis
Al igual que en la otitis media aguda, S. pneumoniae es, junto con H. influenzae no
tipable, la causa principal de la sinusitis. En e´sta se produce un aumento de las secrecio-
nes en los senos paranasales que dificultan el aclaramiento de las bacterias que llegan
a ellos por comunicacio´n con la faringe. La acumulacio´n de estas secreciones puede
deberse a infecciones por virus, procesos ale´rgicos o simplemente catarros y produce
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un medio adecuado para la proliferacio´n de las bacterias y por tanto, la infeccio´n de los
senos [8].
1.2.1.3. Meningitis
La llegada de los microorganismos a las meninges puede ser por migracio´n directa
desde los senos paranasales o el oı´do medio o por diseminacio´n hemato´gena, tambie´n
contribuye a la inflamacio´n de las meninges la produccio´n de reaccio´n inflamatoria de-
bida a la hipersecrecio´n de factor de necrosis tumoral, interleucinas 1 y 6 y de pe´ptidos
vasoactivos en e´stas y en el espacio subaracnoideo. Esta estimulacio´n inmunolo´gica es
clave para la progresio´n de la enfermedad ası´ como para su diagno´stico ya que la pre-
sencia de leucocitos, especialmente polimorfonucleares en el lı´quido cefalorraquı´deo es
indicador de meningitis bacteriana [8].
La implantacio´n de polı´ticas de vacunacio´n frente a diferentes microorganismos que
cla´sicamente eran protagonistas en esta entidad ha hecho que la epidemiologı´a sea
especı´fica de forma local. S. pneumoniae es la primera causa de meningitis en adultos
en zonas en las que la vacunacio´n frente a H. influenzae tipo b y Neisseria meningitidis
esta´ implantada, y sigue siendo la primera causa entre la poblacio´n pedia´trica, con ciertos
cambios en las zonas en las que las vacunas conjugadas (heptavalente, PCV-7 y trece-
valente, PCV-13) llevan ma´s an˜os en uso.
En Espan˜a hay estudios en los que se recoge que la incidencia de meningitis por S.
pneumoniae en la poblacio´n pedia´trica ha disminuido desde un 6,14 por cada 100.000
nin˜os menores de cinco an˜os en 2001 a un 2,83 por cada 100.000 nin˜os menores de
cinco an˜os en 2006. A pesar de no haber cambios estadı´sticamente significativos con
respecto a los serotipos, esta disminucio´n de la incidencia se correlaciono´ con el au-
mento de la aplicacio´n de la vacuna PCV-7 [38]. Entre la poblacio´n adulta en Espan˜a,
la mayor incidencia de meningitis neumoco´cica se produce en los mayores de 65 an˜os,
probablemente debido a la presencia de otras enfermedades de base y a la alteracio´n
de la respuesta inmune. La mortalidad asociada es de un 31 %, figurando como factores
predisponentes importantes la neumonı´a o las otitis previas [39].
1.2.1.4. Exacerbacio´n de la bronquitis cro´nica y enfermedad pulmonar
obstructiva cro´nica
Cuando se realizan estudios microbiolo´gicos de muestras de pacientes con bronqui-
tis cro´nica o con EPOC, se observa la presencia de S. pneumoniae como uno de los
microorganismos con mayor implicacio´n [40, 41, 42]. En estos procesos respiratorios el
aclaramiento ciliar y la produccio´n de mucina esta´n alterados debido a una respuesta
inmunolo´gica constante que responde a la colonizacio´n de la mucosa bronquial por di-
ferentes microorganismos, entre los que principalmente se encuentra S. pneumonaie. A
este proceso se le conoce como “colonizacio´n patoge´nica” ya que los microorganismos
no invaden la mucosa, pero activan procesos inflamatorios que producen alteraciones en
la misma [43]. En el caso de las exacerbaciones y neumococo se observa la adquisicio´n
de un serotipo diferente, frente al cual se desarrolla una nueva reaccio´n inflamatoria [44].
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1.2.1.5. Neumonı´a
Cuando S. pneumoniae es capaz de llegar a los alveolos pulmonares, se multiplica y
es transportado a trave´s de los septos alveolares. Esta multiplicacio´n activa el sistema
del complemento, produce citoquinas y regula la aparicio´n de receptores de superficie en
el endotelio vascular de la microcirculacio´n alveolar. Como consecuencia se acumulan en
los alveolos bacterias y exudado inflamatorio que son detectados fa´cilmente por te´cnicas
de imagen, dando el patro´n radiolo´gico conocido como “neumonı´a tı´pica” (ver fig. 1.1).
Figura 1.1: Patro´n radiolo´gico de neumonı´a tı´pica
Entre los sı´ntomas de la neumonı´a tı´pica, se encuentran fiebre elevada (ma´s de 40oC),
dolor pleurı´tico, tos productiva, aceleracio´n del pulso cardiaco (90-110 pulsaciones/min)
y consecuente disnea [8]. Todos estos sı´ntomas suelen presentarse de forma brusca,
aunque existe una presentacio´n atı´pica, que se suele encontrar en los ancianos en la
que estos sı´ntomas aparecen de forma gradual, no hay fiebre elevada, las alteraciones
cardiacas no son tan marcadas y suele haber sı´ntomas extrapulmonares y radiolo´gica-
mente tampoco se aprecia en las radiografı´as la imagen tı´pica. Es importante diferenciar
el cuadro, debido a las complicaciones de la neumonı´a no tratada o tratada con demora
ya que que suele presentarse el derrame pleural y el empiema que requieren drenaje
quiru´rgico adema´s de tratamiento antimicrobiano adecuado. Desde la introduccio´n de la
vacuna conjugada heptavalente, diferentes estudios remarcan la disminucio´n en la inci-
dencia de enfermedad invasiva neumoco´cica, tanto en nin˜os, ya que son los receptores
de la vacuna, como en adultos, por el efecto de “inmunidad de grupo” y su consecuencia
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en cuanto al estado de portador nasofaringeo. En Estados Unidos la vacuna heptavalen-
te se introdujo en el an˜o 2000 y en diferentes estudios se refleja una disminucio´n de la
incidencia entre los periodos pre y post vacunales [45, 46] siendo, segu´n algunos auto-
res de un 84 % entre los an˜os 1979 y 2004 [47]. Adema´s de disminucio´n, se observan
cambios en los serotipos de los neumococos aislados, eleva´ndose significativamente los
serotipos no incluidos en la vacuna heptavalente [47].
En Espan˜a existen estudios tanto a favor de una disminucio´n de la enfermedad neu-
moco´cocica invasiva como en contra. En estudios realizados entre los an˜os 1999-2000
y 2002-2004, se observo´ un aumento (del 21 % al 44 %) en los serotipos no vacunales,
siendo el serotipo ma´s prevalente el serotipo 1 [48]. Cabe destacar que en Espan˜a la
vacuna heptavalente se introdujo en 2002, y so´lo es obligatoria en el calendario vacunal
en la Comunidad de Madrid. Se estima que la tasa de vacunacio´n en Espan˜a esta´ en
torno al 45 % [49], con lo cual se observarı´a el mismo efecto en cuanto a disminucio´n de
incidencia de enfermedad neumoco´cica invasiva y en la prevalencia de serotipos en las
zonas en las que la implantacio´n de la vacuna es total aunque no se incluya de forma
oficial en el calendario vacunal. Otra caracterı´stica importante de la enfermedad invasiva
es que parece ser que a pesar de estar causada por neumococos con menos resisten-
cias a los antimicrobianos [50], los cuadros clı´nicos son muy complicados y la infecciones
son muy persistentes a pesar de los tratamientos con antibio´ticos adecuados. Por ejem-
plo, en Sevilla y Ma´laga se observo´ un aumento de derrame pleural paraneumo´nico de
hasta trece veces ma´s entre los an˜os 1998 y 2006, causados en un 86 % de los casos
por neumococos de serotipos no incluidos en la vacuna heptavalente [49]. En contraste
con estos datos, en otro estudio realizado entre los an˜os 2007 y 2009 se observo´ un
aumento de un 44 % en la incidencia de la enfermedad neumoco´cica invasiva en nin˜os,
presentando serotipos no incluidos en la vacuna conjugada heptavalente [51].
1.2.1.6. Otros s´ındromes
Adema´s de los sı´ndromes anteriormente descritos, el neumococo puede estar impli-
cado en una amplia variedad de infecciones como la conjuntivitis que habitualmente se
asocia a neumococos no capsulados y en forma de brote en instituciones. Puede ser cau-
sa de peritonitis primaria o secundaria a infeccio´n del sistema reproductor, sobre todo en
mujeres. A pesar de ser causa de endocarditis y pericarditis muy frecuentemente en la
antigu¨edad, actualmente se describen casos aislados en la literatura [52, 53], ası´ como
el sı´ndrome o triada de Austrian (neumonı´a neumoco´cica, meningitis y endocarditis) [54].
Por u´ltimo, los abscesos epidurales y cerebrales, la artritis se´ptica y la osteomielitis se
asocian raramente a S. pneumoniae y en casos en que los pacientes presentan defectos
inmunitarios.
1.3. Diagno´stico microbiolo´gico
El diagno´stico microbiolo´gico de la infeccio´n respiratoria y de otras localizaciones por
S. pneumoniae es fa´cilmente accesible en un Servicio o laboratorio de Microbiologı´a
convencional, ya que puede realizarse adecuadamente con las te´cnicas microbiolo´gicas
habituales. No obstante suelen requerir un perı´odo amplio de tiempo (48-72 horas) para
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su desarrollo por lo que tambie´n es u´til disponer de nuevas te´cnicas que reduzcan estos
tiempos [55].
1.3.1. Te´cnicas cla´sicas
1.3.1.1. Muestras
Para el diagno´stico convencional de la infeccio´n respiratoria por S. pneumoniae las
muestras ma´s adecuadas son el esputo, representativo de las secreciones de vı´as bajas,
y las muestras obtenidas por me´todos invasivos como son la fibrobroncoscopia (brocoas-
pirados, lavados broncoalveolares y cepillados bronquiales) o mediante puncio´n (lı´quido
pleural, muestras de secreciones por puncio´n transtora´cica o transtraqueal). En todos los
casos, se recomienda a su vez procesar hemocultivos ya que refuerzan el diagno´stico
etiolo´gico puesto que hasta en el 20 % de la neumonı´as neumoco´cicas cursan con bac-
teriemia. El procedimiento de identificacio´n de S. pneumoniae en estas muestras es el
mismo que el que se realiza a partir de las muestras respiratorias.
1.3.1.2. Valoracio´n de las muestras y tincio´n de Gram
Las muestras obtenidas mediante procedimientos invasivos minimizan o evitan la po-
sibilidad de contaminacio´n con microbiota orofarı´ngea que pueda enmascarar o dificultar
el aislamiento de S. pneumoniae [56]. En el caso de los esputos (o de secreciones tra-
queales) es necesario definir unos criterios de validez de la muestra para el cultivo. Estos
criterios establecen la rentabilidad del mismo mediante su observacio´n microsco´pica. Se
basan en la presencia de ce´lulas inflamatorias y su relacio´n con la ausencia o presencia
de ce´lulas epiteliales que pueden indicar contaminacio´n orofarı´ngea. Generalmente, la
observacio´n microsco´pica se realiza con objetivo de bajo aumento (sin aceite de inmer-
sio´n) y sobre la tincio´n de Gram [57]. Los criterios cuantitativos habitualmente utilizados
se recogen en la tabla 1.2.
El procesamiento de esputos no valorables puede conducir a informes incorrectos que
condicionan orientaciones diagno´sticas erro´neas, tratamientos antibio´ticos inadecuados
e incrementos en el gasto sanitario [58, 59]. Todas las muestras obtenidas mediante pun-
cio´n deben ser consideradas valorables. En ellas deben aplicarse una tincio´n de Gram
que evidencie la posible presencia de S. pneumoniae. La morfologı´a esperada en la tin-
cio´n de Gram es la de un coco Gram positivo con disposicio´n en parejas (diplococos)
(fig. 1.2).
1.3.1.3. Cultivo cualitativo
En muestras respiratorias en las que por el me´todo de obtencio´n no se produce conta-
minacio´n con microbiota del tracto respiratorio superior, la presencia de cualquier colonia
en el cultivo microbiolo´gico es criterio diagno´stico y debe procederse a su identificacio´n.
En el caso de muestras que hayan podido contaminarse con microbiota orofarı´ngea de-
ben identificarse las colonias sospechosas con aspecto de neumococo (tabla 1.3) tanto si
son mayoritarias en el cultivo con respecto al resto de los microorganismos como si estos
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Categorı´a Criterio
Observacio´n de >25 ce´lulas inflamatorias/campo y <10
ce´lulas epiteliales/campo de bajo aumento
Muestra valorable
Observacio´n de >25 ce´lulas inflamatorias/campo y >10
ce´l. epiteliales/campo de bajo aumento si el ratio de
ce´lulas infamatorias/ce´lulas epiteliales es >10 y existe un
u´nico morfotipo bacteriano predominante
Esputos con ≥10 ce´l. epiteliales/ campo de bajo aumento
Muestra no valorable
Aspirados traqueales de adultos con ≥10 ce´lulas
epiteliales por campo de bajo aumento y sin observacio´n
de microorganismos
Aspirados traqueales de pacientes pedia´tricos sin
observacio´n de microorganismos
Excepciones
Muestras para cultivo de Legionella spp., Mycobacterium
spp., Nocardia spp., Rhodococcus spp.
Muestras de pac. neutrope´nicos o con fibrosis quı´stica
Tabla 1.2: Criterios de aceptacio´n de muestras respiratorias (esputo) para cultivo
se encuentran en baja proporcio´n. Esta identificacio´n tambie´n ha de ser independiente
de lo observado en la tincio´n de Gram [56].
1.3.1.4. Cultivo cuantitativo
Se realiza habitualmente a partir de las muestras obtenidas por fibrobroncoscopia. Pa-
ra el cultivo cuantitativo es necesario realizar diluciones seriadas de la muestra y cultivar
cada una de las diluciones para poder establecer el recuento de bacterias. Mediante
esta te´cnica se consigue establecer la carga bacteriana de la muestra y diferenciar colo-
nizaciones de bajo grado de las colonizaciones patoge´nicas, generalmente asimiladas a
una situacio´n de infeccio´n. En el caso de S. pneumoniae suele tomarse como criterio de
colonizacio´n patoge´nica los cultivos con recuentos superiores a 105-106 unidades forma-
doras de colonia por ml (ufc/ml) para los broncoaspirados y lavados broncoalveolares y
de 103 ufc/ml para los cepillados broncoalveolares [56]. Recuentos inferiores a 103 ufc/ml
suelen indicar contaminacio´n por microbiota orofarı´ngea. No obstante, en determinadas
situaciones, tanto en el lavado como en el cepillado brocoalveolar los criterios habituales
no deben ser aplicados de forma rı´gida ya que recuentos inferiores tambie´n se han aso-
ciado con situaciones patoge´nicas, sobre todo en pacientes que han recibido tratamiento
antimicrobiano previo [56].
1.3.1.5. Identificacio´n
Las caracterı´sticas fenotı´picas de S. pneumoniae en el cultivo en placas de agar sangre
en condiciones habituales (48 horas de incubacio´n a 35oC y 5 % CO2) se resumen en la
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Figura 1.2: Tincio´n de Gram de S. pneumoniae en una muestra de esputo con criterio de
aceptacio´n valorable para el cultivo
tabla 1.3.
Caracterı´sticas fenotı´picas de S. pneumoniae en cultivo
α-hemo´lisis en placas de agar sangre (halo verde alrededor de la colonia crecida)
Catalasa negativa
Sensibilidad a la optoquina
Solubilidad en bilis (desoxicolato)
Tabla 1.3: Identificacio´n de S. pneumoniae en cultivo
Estas caracterı´sticas fenotı´picas pueden verse afectadas por las condiciones ambien-
tales en las que se realice el cultivo como por ejemplo la presencia de diferentes concen-
traciones de CO2. Desde el punto de vista del diagno´stico microbiolo´gico es importante
tener en cuenta estas condiciones ya que podrı´an producirse errores en la identificacio´n y
subestimar por la presencia de otras especies como Streptococcus pseudopneumoniae o
Gemella spp. que pueden confundirse con colonias de S. pneumoniae o presentar resul-
tados ano´malos como la sensibilidad a optoquina, y que en ocasiones se han asociado
con neumonı´a [60]. Asimismo, se han descrito variantes de colonias de S. pneumoniae
(no umbilicadas y rugosas) con morfologı´a atı´picas que se asocian con alteraciones ge-
notı´picas relacionadas con la seleccio´n de cepas resistentes a los antimicrobianos. En
ocasiones las colonias de S. pneumoniae tienen un aspecto mucoso caracterı´sticamente
asociadas al serotipo 3.
1.3.2. Nuevas te´cnicas de diagno´stico
En general y como se ha comentado en el epı´grafe anterior, el diagno´stico micro-
biolo´gico tradicional de la neumonı´a adquirida en la comunidad presenta el inconvenien-
te principal de la demora en la obtencio´n de los resultados. En el caso de la infeccio´n
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causada por S. pneumoniae, el diagno´stico precoz es particularmente importante, dada
la alta mortalidad asociada a este tipo de neumonı´a [61, 62]. Asimismo, la demora en
el diagno´stico condiciona el retraso en la instauracio´n del tratamiento antibio´tico y en
la eleccio´n adecuada del mismo [63, 8]. Esta situacio´n no solo genera la aparicio´n de
complicaciones graves sino que tambie´n influye en la seleccio´n de determinados clones
multirresistentes [64].
La aparicio´n de nuevas te´cnicas de laboratorio, denominadas “de diagno´stico ra´pi-
do” y point of care para la deteccio´n de S. pneumoniae ha supuesto un avance en el
diagno´stico etiolo´gico de la neumonı´a adquirida en la comunidad, ası´ como en la ins-
tauracio´n adecuada del tratamiento antimicrobiano precoz. Es importante recordar que
las te´cnicas de diagno´stico convencionales (tincio´n de Gram y cultivo) siguen constitu-
yendo las pruebas de diagno´stico de referencia o gold-standard y que toda te´cnica de
diagno´stico ra´pido debe ser confirmada con posterioridad con te´cnicas de diagno´stico
tradicionales [56]. Entre las te´cnicas de diagno´stico ra´pido de la neumonı´a adquirida en
la comunidad ma´s empleadas se encuentran la inmunocromatografı´a para la deteccio´n
de antı´genos y las te´cnicas de diagno´stico molecular como la reaccio´n en cadena de la
polimerasa (PCR).
1.3.2.1. Inmunocromatograf´ıa
Esta te´cnica se fundamenta en la deteccio´n del polisaca´rido C capsular de S. pneumo-
niae con propiedades antige´nicas. Este antı´geno es soluble en determinados lı´quidos o
fluidos como la orina y el lı´quido cefalorraquı´deo. El polisaca´rido C esta´ presente como
componente de la ca´psula neumoco´cica independientemente del serotipo del microor-
ganismo. Tambie´n se encuentra presente en otras especies del genero Streptococcus
como son Streptococcus oralis y Streptococcus mitis [65]. El desarrollo de esta prueba
se realiza sobre una membrana de nitrocelulosa a la que se encuentra adsorbido el an-
ticuerpo especı´fico frente al polisaca´rido C de S. pneumoniae. Al entrar en contacto el
antı´geno soluble presente en la muestra del paciente, este se conjuga con el anticuerpo
especı´fico, producie´ndose una precipitacio´n que puede observarse a simple vista sobre
la membrana. Las muestras biolo´gicas sobre las que se ha validado esta te´cnica son la
orina y el lı´quido cefalorraquı´deo. La recogida de ambas debe producirse segu´n los pro-
cedimientos habituales establecidos y el transporte hasta el laboratorio debe realizarse
en condiciones este´riles. Estas muestras pueden almacenarse a temperatura ambiente
(20-30oC) siempre y cuando vayan a procesarse para el ana´lisis en un plazo ma´ximo de
24h. Las muestras refrigeradas (2-8oC) o congeladas pueden conservarse un ma´ximo
de 14 dı´as en el caso de la orina y de 7 en el caso del lı´quido cefalorraquı´deo. A diferen-
cia de la deteccio´n de antı´geno de Legionella pneumophilla en orina, no se recomienda
realizar centrifugacio´n o calentamiento de la muestra antes de realizar su determinacio´n.
En algunos casos se ha demostrado la posible interferencia por la presencia de inmu-
noglobulinas no especı´ficas de S. pneumoniae que tambie´n pueden unirse al antı´geno y
dificultar ası´ su deteccio´n. Por ello se recomienda su uso sobre orina para el diagno´stico
de neumonı´a comunitaria y sobre lı´quido cefalorraquı´deo para el diagno´stico de menin-
gitis. Tambie´n es importante resen˜ar que el polisaca´rido C una vez excretado en orina
es estable al menos 48h y puede ser detectado en pacientes bajo tratamiento antimicro-
biano [66, 67]. Los datos de sensibilidad y especificidad de la te´cnica se recogen en la
tabla 1.4.
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Muestra Tipo de pacientes
Valores diagno´sticos
Sensibilidad( %) Especificidad ( %)
Orina
Pacientes hospitalizados 90 (60-98) 71 (59-80)
Pacientes ambulatorios 90 (70-97) 78 (70-85)
Lı´quido cefalorraquı´deo
Pacientes que acuden a
servicio urgencias
97 (84-100) 99 (98-100)
Tabla 1.4: Sensibilidad y especificidad de la inmunocromatografı´a (BINAX Now R©)
En la interpretacio´n de los resultados es importante tener en cuenta la posibilidad de
encontrar resultados falsos positivos en pacientes que sean portadores nasofarı´ngeos
de S. pneumoniae como es frecuente que ocurra en nin˜os, de hecho la exactitud de la
prueba no se ha demostrado en el caso de las determinaciones sobre orina en nin˜os,
aunque existen estudios con buenos resultados, en los que se emplea la inmunocroma-
tografı´a en torundas nasales para realizar estudios de colonizacio´n [68]. Tambie´n pueden
ser causa de falsos positivos en casos de nin˜as con colonizacio´n vaginal con S. pneu-
moniae y en pacientes colonizados cro´nicamente por este microorganismo, como en la
EPOC, la bronquitis cro´nica o pacientes con bronquiectasias [65]. La presencia perma-
nente del microorganismo en el tracto respiratorio hace que la liberacio´n del polisaca´rido
C en orina sea relativamente constante y por tanto, fa´cilmente detectable aunque segu´n
los estudios hay discrepancias en los resultados obtenidos [69]. La vacunacio´n tambie´n
es un factor responsable de resultados falsos positivos por lo que no se recomienda rea-
lizar esta prueba a los individuos que hayan sido vacunados frente a S. pneumoniae en
los cinco dı´as previos.
En los pacientes adultos, diferentes estudios avalan la utilidad de esta te´cnica en el
diagno´stico ra´pido de neumonı´a comunitaria tanto en los que no precisan ingreso hospi-
talario como en los que requieren hospitalizacio´n (en planta o en unidades de cuidados
intensivos). Tambie´n se han obtenido buenos resultados en enfermos inmunodeprimi-
dos [70] y se propone su utilizacio´n en estos como me´todo de diagno´stico precoz de
neumonı´a con sı´ntomas atı´picos, que habitualmente se presenta en los pacientes con
infeccio´n por VIH [71]. En los pacientes pedia´tricos se han llevado a cabo menos estu-
dios, aunque los resultados tambie´n demuestran su utilidad. No obstante, hay que tener
presente la posibilidad resen˜ada con anterioridad de falsos positivos debido a los estados
de portador y de resultados no especı´ficos debidos a S. oralis o S. mitis [65].
Existen varios estudios que avalan la utilidad de esta prueba en la deteccio´n de antı´ge-
nos en muestras diferentes de la orina o el LCR como el lı´quido pleural, sobre todo en
pacientes con empiema y derrame pleural. A pesar de ser una muestra para la cual
la te´cnica no esta´ plenamente validada se han sen˜alado varias ventajas, entre las que
destacan una elevada sensibilidad, incluso superior al cultivo convencional. Tambie´n se
ha demostrado su utilidad en pacientes en los que ha existido antibioterapia previa al
empiema. Entre las desventajas se encuentran, no tratarse de una te´cnica validada y
la falta de especificidad (igualmente reaccio´n cruzada con polisaca´rido C de S. oralis y
de S. mitis [66, 67, 72, 73]. Tambie´n se ha intentado aplicar esta te´cnica sobre otro tipo
de muestras como los hemocultivos, aunque esta aplicacio´n necesita ma´s estudios de
validacio´n (hemocultivos) [74].Se ha descrito un me´todo que permite detectar la presen-
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cia de S. pneumoniae en muestras de esputo mediante inmunocromatografı´a. Detecta
la presencia del polisaca´rido C mediante el reconocimiento con anticuerpos policlonales.
Los datos de sensibilidad y especificidad son de 89,1 % y 95,3 % respectivamente y en
comparacio´n con la utilizacio´n de la inmucromatografı´a convencional en orina, parece
ofrecer mejores resultados [75].
Los beneficios en la deteccio´n de S. pneumoniae utilizando esta te´cnica son evidentes
para el paciente. A pesar del aumento del coste en el diagno´stico, ya que esta prueba no
debe sustituir al cultivo, los estudios de coste-beneficio avaları´an tambie´n su utilizacio´n ya
que disminuirı´a el tiempo empleado en el diagno´stico y facilitarı´a una mejor adecuacio´n
del tratamiento antimicrobiano [76].
1.3.2.2. Te´nicas de microbiologı´a molecular
La te´cnica de microbiologı´a molecular ma´s empleada para el diagno´stico etiolo´gico
precoz de la neumonı´a adquirida en la comunidad es la reaccio´n en cadena de la po-
limerasa (PCR). Con esta te´cnica se puede detectar la presencia de material gene´tico
(ADN o ARN) de un microorganismo en la muestra de estudio. Segu´n el tipo de te´cnica
de PCR empleada es posible:
amplificar material gene´tico para su posterior identificacio´n mediante comparacio´n
con secuencias de diferentes microorganismos almacenadas en bases de datos
amplificar material gene´tico especı´fico de un microorganismo que so´lo se encuen-
tran presentes en el genoma de e´ste.
Asimismo, existen te´cnicas de PCR como la PCR en tiempo real que permite no solo
detectar la presencia del microorganismo sino tambie´n cuantificar la cantidad de es-
te [77]. En el caso de S. pneumoniae podrı´an utilizarse en muestras de LCR para el
diagno´stico de meningitis pero tambie´n puede aplicarse en muestras del tracto respira-
torio, incluyendo el lı´quido pleural [78].
Las ventajas principales que ofrecen las te´cnicas de microbiologı´a molecular son la
rapidez y elevada sensibilidad y especificidad cuando se comparan con el cultivo con
independencia del tipo de muestra. Entre las limitaciones principales de estas te´cnicas
se encuentran:
Deteccio´n de fragmentos de ADN de microorganismos no viables en la muestra
estudiada. Este hecho podrı´a ser habitual en pacientes tratados previamente con
antimicrobianos.
Deteccio´n de microorganismos que no sean la causa directa del proceso infeccio-
so. En la neumonı´a, podrı´an existir en la muestra estudiada, ADN de S. pneumo-
niae procedente del tracto respiratorio superior o en los pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cro´nica podrı´a detectarse este microorganismo como coloni-
zador de la superficie mucosa y ser otro el pato´geno implicado en la neumonı´a.
Dificultad de desarrollo de la te´cnica por interferencia de la reaccio´n de PCR. No to-
das las muestras son igualmente ido´neas para la realizacio´n de esta te´cnica. Como
ejemplo, la presencia de una alta carga proteica (esputos, lı´quido cefalorraquı´deo)
presentan problemas de interferencias que disminuyen la sensibilidad de la te´cnica.
Las te´cnicas de PCR ma´s empleadas en el diagno´stico de la neumonı´a comunita-
ria por S. pneumoniae y de sus complicaciones asociadas son la amplificacio´n de 16s
22 Capı´tulo 1 - Introduccio´n
ADN-ribosomal y la amplificacio´n de genes especı´ficos de S. pneumoniae como los que
codifican para los genes de neumolisina (gen ply), autolisina (gen lytA), la adhesina de
superficie (gen psaA) [79], y genes altamente conservados, que codifican para la sı´nte-
sis de diferentes polisaca´ridos de la ca´psula (los genes cpsA y wzg), incluyendo los que
determinan los serotipos mediante utilizacio´n de sondas TaqMan especı´ficas [49, 80].
Tambie´n se ha evaluado la utilidad de la deteccio´n del gen de la neumolisina mediante
una te´cnica de PCR en tiempo real en pacientes pedia´tricos con empiema y sospecha de
infeccio´n por S. pneumoniae. Su aplicacio´n en sangre y en el lı´quido pleural, aumento´ el
diagno´stico de esta entidad [78].
1.3.2.2.1. Amplificacio´n de 16s ADN ribosomal Mediante esta te´cnica se amplifica
el ADN ribosomal de la subunidad 16s. Este gen se encuentra en todas las bacterias.
Posee fragmentos que son comunes a todas las especies bacterianas (se dice por ello
que es un gen conservado) y tambie´n fragmentos que son especı´ficos de cada especie.
Gracias a los fragmentos comunes es posible amplificar el gen procedente de diferentes
especies bacterianas que posteriormente se identificara´n por secuenciacio´n de los frag-
mentos especı´ficos y comparacio´n de e´stos con las bases de datos existentes [81]. Esta
te´cnica ha sido empleada y evaluada en algunos estudios para el diagno´stico etiolo´gico
de la neumonı´a comunitaria, del empiema y de la meningitis por S. pneumoniae 1.5 y
existen sistemas comerciales para su aplicacio´n clı´nica [78, 82].
Te´cnica Muestra Sensibilidad Especificidad Tiempo Referencia
PCR tiempo real
(molecular beacon)
Esputo 96,2 % 93,2 % 2h 31
PCR rDNA16s; PCR
neumolisina
Lı´quido pleural 70 % 43 % - 21
PCR neumolisina Lı´quido cefalorraquı´deo 96 % 100 % 4h 32
Tabla 1.5: Evaluacio´n de las te´cnicas de PCR para diagno´stico de la infeccio´n por S.
pneumoniae
1.3.2.2.2. Amplificacio´n de genes especı´ficos de S. pneumoniae La te´cnica de
PCR permite amplificar y detectar genes que pueden ser especı´ficos de grupos de micro-
organismos concretos o de especies concretas. En el caso de S. pneumoniae es particu-
larmente importante dada la posible confusio´n en la identificacio´n que puede producirse
con otras especies muy cercanas filogene´ticamente como S. pseudopneumoniae, S. mi-
tis u otros estreptococos del grupo viridans, sobre todo en muestras respiratorias, en las
que la relevancia clı´nica es menor [81].
Los genes que se detectan habitualmente como marcadores de la presencia de S.
pneumoniae en la muestra de estudio son el gen de la neumolisina (ply) y el gen de
la autolisina (lytA) [83, 84, 85]. Estos genes son altamente especı´ficos de neumococo.
Au´n ası´, al existir la posibilidad de coexistir S. pneumoniae con otras especies del mismo
ge´nero como especies del grupo viridans o S. pseudoneumoniae en el tracto respirato-
rio se pueden producir mecanismos de transferencia de material gene´tico (transforma-
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cio´n natural) que provoquen la adquisicio´n de genes o de fragmentos de genes especı´fi-
cos de neumococo en estas otras especies. Este hecho puede determinar errores en el
diagno´stico etiolo´gico mediante esta´s te´cnicas [81].
La identificacio´n y deteccio´n de genes ma´s especı´ficos de S. pneumoniae como el gen
psaA que codifica para la adhesina de superficie ha sido sen˜alado como uno de los genes
candidatos a utilizar [79] ası´ como la deteccio´n de genes especı´ficos de la ca´psula de S.
pneumoniae y que esta´n altamente conservados, lo que implica que no esta´n sometidos
a procesos de transformacio´n natural, como son los genes cpsA y wzg [49, 80]. Con
ello se minimizarı´a la posibilidad de errores en la identificacio´n de este microorganismo
mediante estas te´cnicas [79, 80].
Tambie´n se ha descrito la posibilidad de determinar no so´lo la presencia del neumo-
coco en muestras en las que el cultivo no es viable, sı´ no tambie´n su serotipo, mediante
te´cnicas que combinan amplificacio´n de los genes implicados en la sı´ntesis de los poli-
saca´ridos que determina la estructura concreta de cada serotipo e hibridacio´n de cada
uno de ellos mediante sondas especı´ficas (sondas TaqMan). Con esta te´cnica se consi-
gue diferenciar los serotipos o serogrupos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F/A, 8, 9V/N/L, 14, 15B/C,
18C/B, 19A, 19F/B/C, 23A y 23F de muestras en las que el cultivo fue este´ril [80].
1.3.2.2.3. Te´cnicas de PCR disen˜adas para diagno´stico de S. pneumoniae a par-
tir del hemocultivo Como ya se ha mencionado anteriormente, la toma de muestras
de hemocultivo en los enfermos en los que se sospecha una neumonı´a comunitaria pue-
de facilitar la confirmacio´n del diagno´stico microbiolo´gico, sobre todo si se produce el
aislamiento de S. pneumoniae. Dada la importancia de la muestra de sangre se han
desarrollado te´cnicas de PCR especı´ficas y directamente aplicadas sobre ella sin nece-
sidad de incubacio´n aplicadas a la deteccio´n de microorganismos con gran relevancia pa-
toge´nica, entre los que se encuentra S. pneumoniae. Entre ellas destaca el SeptiFast R©.
Este sistema utiliza la te´cnica de PCR en tiempo real detectando secuencia de DNA del
16s rRNA. El proceso completo, desde la preparacio´n de la muestra hasta la emisio´n
del resultado, puede desarrollarse en una 6-8 horas por lo que acorta sustancialmente
el tiempo de respuesta. Los principales inconvenientes de esta te´cnica son los costos
econo´micos de la misma y la especificidad en los resultados obtenidos [86]. Reciente-
mente se han publicado tambie´n te´cnicas que combinan la amplificacio´n y la utilizacio´n
de microarray con buenos resultados tanto para la deteccio´n de S. pneumoniae [87] como
para la determinacio´n de los serotipos [88].
1.3.3. Te´cnica de hibiridacio´n fluorescente in situ o fluorescent in situ
hybridisation (FISH)
Se basa en utilizar sondas de hibridacio´n especı´ficas para S. pneumoniae que recono-
cen las secuencias complementarias correspondientes al microorganismo sobre la mues-
tra directamente. A su vez la sonda lleva un fluoro´foro que emite fluorescencia cuando
se observa al microscopio. La te´cnica se ha aplicado para la deteccio´n de S. pneumo-
niae en hemocultivos, siendo posible diferenciar neumococo de otros estreptococos y de
Abiotrophia spp. o Granulicatella spp. [89].
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1.3.4. Espectrometr´ıa de masas
Esta te´cnica se desarrollo´ inicialmente para identificar mole´culas orga´nicas de pe-
quen˜o taman˜o en el seno de mezclas complejas. Las variantes de la te´cnica que ma´s se
emplean como me´todo de diagno´stico en microbiologı´a son ES (Electrospray) y MALDI-
TOF (Matrix-asisted laser desorption ionisation time-of-flight). Mediante radiacio´n la´ser
se ioniza una suspensio´n de los aislados a estudiar en una matriz especı´fica, que se
somete a un campo magne´tico lo que provoca que los iones liberados “vuelen” en dife-
rente tiempo a lo largo de un conductor, en funcio´n de su taman˜o y carga. El ana´lisis
de las sen˜ales de estos iones genera espectros complejos que son caracterı´sticos del
contenido molecular de cada bacteria y por tanto comparables entre aislados de la mis-
ma especie. Otra aplicacio´n importante de esta te´cnica es el ana´lisis de mole´culas de
ADN concretas, como podrı´an ser elementos de resistencia a los antimicrobianos. Esta
te´cnica se ha empleado para diagno´stico clı´nico, auque la identificacio´n de estreptococos
en general ha de realizarse siempre con apoyo de otras te´cnicas [90, 91], y como esta-
blecimiento de relaciones clonales en S. pneumoniae mediante te´cnicas de multi locus
sequence typing (MLST) [92]. Tambie´n se propone su aplicacio´n para la identificacio´n de
serotipos [93] y de mecanismos de resistencia a β-lacta´micos [94].
1.4. Virulencia
Desde su identificacio´n como microorganismo pato´geno, se describieron en S. pneu-
moniae estructuras quı´micas que se asociaron con su capacidad de inducir respuesta
inmune tanto en humanos como en animales de experimentacio´n. La identificacio´n y
descripcio´n de los mecanismos de diferentes factores de virulencia en el neumococo
constituye en los u´timos an˜os una lı´nea importante de investigacio´n, en los que los cam-
bios epidemiolo´gicos asociados a la disminucio´n de la resistencia a los antimicrobianos
no se asocia a una disminucio´n en la incidencia y morbi-mortalidad de las infecciones
invasivas, feno´meno que podrı´a ser explicado por la expresio´n de diferentes factores de
virulencia.
Entre los principales factores de virulencia asociados a la patogenicidad de S. pneumo-
niae se encuentran entre otros la ca´psula polisacarı´dica, el a´cido teicoico y lipoteicoico,
la fosfatidilcolina y las proteı´nas fijadoras de colina (CBPs), la neumolisina, las bacterio-
cinas y los pilli.
1.4.1. Ca´psula polisacar´ıdica
La ca´psula constituye uno de los factores de patogenicidad ma´s importantes y cono-
cidos en S. pneumoniae. Descrita por el propio Pasteur en sus observaciones al micros-
copio, su estudio en cuanto a la descripcio´n quı´mica y purificacio´n se impulso´ dada la
necesidad de implementar y mejorar la terapia serolo´gica.
En este sentido se han analizado las estructuras moleculares de las ca´psulas de di-
ferentes serotipos, ası´ como las diferencias entre las ca´psulas de un mismo serogrupo.
Entre las te´cnicas empleadas para el estudio de las ca´psulas se encuentran la cromato-
grafı´a gas-lı´quido y la espectrometrı´a de masas. Tambie´n se han estudiado con detalle
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las rutas de sı´ntesis, desde los mecanismos gene´ticos implicados hasta los operones
reguladores del proceso, llegando incluso a describirse posibles inhibidores de la sı´nte-
sis. [95]
La ca´psula se compone de cadenas de polisaca´ridos, en las que tanto la naturaleza
de los azu´cares que la componen, como el tipo de unio´n quı´mica entre ellos define la
estructura para cada serotipo. Esta´ presente alrededor de toda la bacteria y es solu-
ble en disoluciones polares, por tanto es soluble en suero y orina. Entre las funciones
de esta estructura esta´ la de mantener hidratada la ce´lula y gracias a su naturaleza poli-
anio´nica modula la entrada y salida del microorganismo de iones y nutrientes, favorece la
adherencia a superficies orga´nicas e inorga´nicas y esta´ implicada, aunque existen otros
mecanismos coadyuvantes, en la formacio´n de biofilms. Con respecto a su contribucio´n a
la virulencia de S. pneumoniae la ca´psula favorece la adherencia a las ce´lulas epiteliales
de la mucosa del tracto respiratorio superior e inhibe la fagocitosis por los macro´fagos.
Una vez invadidas las ce´lulas, estimula la inmunidad humoral mediante la produccio´n de
anticuerpos especı´ficos frente a los polisaca´ridos capsulares, es decir, especı´ficos para
cada serotipo. [96]
La primera ca´psula estudiada en 1941 pertenecı´a al serotipo 3 y la primera publicacio´n
de estructuras gene´ticas publicada corresponde al an˜o 1964, que se reviso´ y amplio´ en
1974. Se han publicado las organizaciones moleculares y rutas de sı´ntesis de diversos
serotipos, entre los que se encuentran algunos asociados a resistencia a diferentes gru-
pos de antibio´ticos como son el 14, 19A [97, 98] o los descritos ma´s recientemente 6C y
6D [10, 11].
En relacio´n a los mecanismos gene´ticos que intervienen en la expresio´n de la ca´psu-
la, se ha comprobado que existen genes especı´ficos para cada tipo capsular que esta´n
localizados en el cromosoma y siempre parecen ocupar la misma posicio´n en e´ste. La
homologı´a entre estos genes no es elevada, incluso entre serotipos pertenecientes a un
mismo serogrupo. Estos genes, son movilizables, gracias a la presencia de otros genes
que codifican para transposasas, fosfomutasas y permeasas, y que, de este modo, inter-
vienen en la transposicio´n del mo´dulo completo durante el proceso de la transformacio´n.
Este mecanismo es comu´n en todos los aislados, independientemente del tipo capsular
que expresen. Estos genes que interviene en la movilizacio´n de los genes especı´ficos de
cada tipo de ca´psula en algunos casos esta´n siempre ligados a los especı´ficos (serotipo
19F) y se comportan como un cassette. Este cassette puede ser movilizado por transfe-
rencia horizontal,y mediante la transformacio´n puede recombinar entre dos aislados de
dos tipos capsulares diferentes, lo que da lugar al feno´meno de intercambio o switching
capsular[99]. En algunos serotipos, como en el caso del serotipo 3 se ha comprobado
que los genes implicados en la movilizacio´n y los del mo´dulo que codifica para la ca´psula
esta´n situados en regiones diferentes del cromosoma. Esto podrı´a facilitar feno´menos de
transposicio´n dada en un mismo microorganismo, que explicarı´a la capacidad de producir
en el laboratorio aislados de S. pneumoniae capaces de expresar dos tipos capsulares
diferentes, los serotipos 3 y 1 y los serotipos 3 y 5. Finalmente, la regulacio´n de la expre-
sio´n de la ca´psula esta´ codificada por otro grupo de genes que no se encuentra ligado a
los genes anteriormente mencionados[95].
26 Capı´tulo 1 - Introduccio´n
1.4.2. A´cidos teicoico y lipoteicoico
Son mole´culas de estructura polisacarı´dica que incluyen una cadena lipı´dica en su
composicio´n. Normalmente la unio´n de la zona lipı´dica se produce por un enlace fosfo-
die´ster a un grupo glicerol fosfato, en el caso de S. pneumoniae se une un ribitol fosfa-
to que adema´s lleva intercalados residuos de tetrasaca´ridos como componentes de la
membrana, por tanto, la estructura molecular de estos compuestos en el neumococo es
especı´fica y diferente a la estructura en otras bacterias Gram positivas.
El a´cido teicoico se describio´ por primera vez en 1930 como el polisaca´rido C soluble.
Se encuentra tanto anclado a la pared celular, como expuesto en la superficie y presenta
dos residuos de fosfatifdilcolina, cuya implicacio´n en la patogenicidad y virulencia de
S. pneumoniae se explica ma´s adelante. El a´cido lipoteicoico se describio´ por primera
vez en 1943, como el antı´geno F ya que se describio´ como responsable de la llamada
“antigenicidad de Forssman” que consiste en la induccio´n de la expresio´n de anticuerpos
hemolı´ticos por parte del hospedador. Esta mole´cula so´lo se encuentra en la superficie de
la membrana citoplasma´tica y contiene un so´lo residuo de fosfatidilcolina. Las estructuras
moleculares de ambos compuestos se describieron finalmente en los an˜os 90 [100, 101].
Adema´s de comportarse como mole´culas inductoras de la respuesta humoral, presen-
tan otras propiedades como la activacio´n de la cascada del complemento y la regulacio´n
de la distribucio´n de las enzimas autolı´ticas (como la neumolisina) en la ce´lula, para las
cuales es imprescindible la presencia de colina.
Se ha comprobado tambie´n que la variacio´n en la cantidad de a´cido teicoico esta´ impli-
cada en las variaciones de fase de colonia de transparente a opaca, mediante la cantidad
de colina presente en la superficie de la ce´lula, ya que las variantes transparentes, que
son las menos virulentas, incluyen mayor cantidad de este compuesto.
1.4.3. Fosfatidilcolina
La fosfatidilcolina es un compuesto que generalmente esta´ presente en las ce´lulas eu-
cario´tas y, a pesar de no encontrarse frecuentemente en las ce´lulas procario´tas, es un
factor de crecimiento esencial para S. pneumoniae. Se ha comprobado que para algu-
nas funciones fisiolo´gicas de la bacteria, podrı´a sustituirse por etanolamina (como en
otras bacterias Gram positivas), pero hay procesos como la transformacio´n o los meca-
nismos autolı´ticos para los cuales es imprescindible su presencia [102]. Este compuesto
esta´ expuesto en la superficie de la ce´lula y genera la produccio´n de anticuerpos es-
pecı´ficos frente a e´l que en modelos animales confieren cierta proteccio´n frente a la
infeccio´n. En un trabajo realizado en meningitis en modelos animales, se ha demostrado
que en presencia de elevadas concentraciones de colina en el lugar de la infeccio´n, la
progresio´n de la meningitis es mayor y tiene peor evolucio´n, dada la mayor estimulacio´n
de la secreccio´n de proteı´na C reactiva y de la secrecio´n de mediadores de inflamacio´n
como son la inteleucina (IL) 1β, IL-6, IL-10 o´ IL-12 [103].
Adema´s del estı´mulo inmunitario, este compuesto esta´ implicado en la adhesio´n y
penetracio´n en los neumocitos y ce´lulas endoteliales del sistema respiratorio y en la
actividad de diversas enzimas, conocidas como proteı´nas fijadoras de colina.
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1.4.4. Proteı´nas fijadoras de colina (CBPs)
Son una familia de proteı´nas cuya caracterı´stica comu´n es que necesitan de la pre-
sencia de colina para actuar. Tienen diferentes funciones, ligadas a la patogenecidad y
la virulencia del neumococo, entre ellas se encuentran las enzimas autolı´ticas y lisinas
codificadas por fagos, las adhesinas y las proteı´nas de superficie [104].
1.4.4.1. Enzimas autol´ıticas
Estas enzimas intervienen en varios procesos celulares como la sı´ntesis de la pared
celular, la finalizacio´n de la divisio´n y separacio´n de las ce´lulas hijas, la movilidad de la
ce´lula y el desarrollo de la transformacio´n gene´tica. Estas enzimas esta´n conservadas
y pueden encontrarse en otras especies de estreptococos como el S. mitis [105], entre
las enzimas ma´s conocidas se encuentran la codificada por el gen lytA, con actividad
amidasa y en cuya regulacio´n interviene el a´cido lipoteicoico mediante el mantenimiento
de los niveles de colina, ya que a mayor concentracio´n de colina, menor expresio´n de
la enzima. Otras enzimas importantes en la fisiologı´a de S. pneumoniae conocidas son
las codificadas por los genes lytB, con actividad glucosaminidasa, y lytC con actividad
lisozima [104].
1.4.4.2. Adhesinas
Las adhesinas son enzimas que expresa S. pneumoniae que se unen a receptores de
las ce´lulas del hospedador y que intervienen en los procesos de colonizacio´n, invasio´n
de ce´lulas y tejidos y evasio´n del sistema inmune. Algunas adhesinas se han llegado a
considerar como posibles candidatas para el disen˜o de nuevas vacunas, ya que inducen
respuesta inmunitaria. Entre estas se encuentran las adhesinas CbpA, CbpB, PspA que
se unen a las ce´lulas humanas activadas por citoquinas, se unen al a´cido sia´lico y favo-
recen la invasio´n celular. Tambie´n producen la activacio´n del factor C3 del complemento.
Algunas de estas enzimas tambie´n tienen accio´n hialuronidasa, que degrada el tejido
conectivo, y ası´ se favorece tambie´n la invasio´n tisular [104].
1.4.4.3. Proteı´nas de superficie
Existen varias proteı´nas de superficie descritas, entre ellas una de las ma´s conoci-
das es la proteı´na neumoco´cica de superficie A (PspA) y sus isoenzimas como la PspC.
Estas proteı´nas se encuentran ancladas a la membrana externa gracias a la colina y po-
seen capacidad inmunoge´nica adema´s de su capacidad virulenta, al estar directamente
implicadas en la invasio´n de las ce´lulas epiteliales del tracto respiratorio. Se ha obser-
vado que la colina tiene una funcio´n reguladora de la capacidad inmunoge´nica de estas
proteı´nas, ya que cuando se produce un aumento de la concentracio´n de colina en el
medio, e la PspA se libera de la superficie celular. Existen otras familias de proteı´nas de
superficie, como la SpsA, en las que una de sus funciones principales es unirse y blo-
quear la accio´n de las inmunoglobulinas secretoras, en este caso, de la inmunoglobulina
A, favoreciendo ası´ los procesos de colonizacio´n [104].
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1.4.4.4. Neumolisina
Esta proteı´na se codifica por el gen ply, gen utilizado para la identificacio´n a nivel
molecular de especie de S. pneumoniae. La funcio´n fundamental de esta proteı´na es
unirse a las mole´culas de colesterol de las ce´lulas eucariotas y producir poros en la
membrana lipı´dica, con el efecto final de lisado de la ce´lula, en especial a las ce´lulas
epiteliales del sistema respiratorio. [106]. Tambie´n interfiere con las inmunoglobulinas
solubles y produce activacio´n del complemento por la vı´a cla´sica.
Existen estudios en los que se pone de manifiesto que los neumococos deficientes en
neumolisina y en autolisina presentan una capacidad virulenta disminuida en modelos
de infeccio´n del sistema nervioso central[107].
1.4.4.5. Bacteriocinas
Recientemente se ha asociado la produccio´n de bacteriocinas en S. pneumoniae a
determinados clones como son el Spain23F-1 y el Spain9V-3 y podrı´a tener implicacio´n
en la prevalencia de estos clones frente a otros minoritarios [108]. Se ha identificado un
gen directamente relacionado con la produccio´n de estas mole´culas, el gen pnc, pero
parece ser un sistema complejo, con regulacio´n de la expresio´n en el que deben estar
implicados ma´s genes [108].
1.4.5. Produccio´n de pilli
La ca´psula se ha considerado tradicionalmente el factor que ma´s implicacio´n tiene en
la adherencia de S. pneumoniae a las ce´lulas. Sin embargo existen estudios en los que
se demuestran que las ce´lulas no capsuladas de neumococo poseen tambie´n la capaci-
dad de adhesio´n a las ce´lulas y la capacidad de colonizar las mucosas. Esta capacidad
la mantienen gracias a la expresio´n de pilli, en la que esta´n implicados diferentes genes
como el rlrA, el cual se ha demostrado que forma parte de una isla de patogenicidad que
no se encuentra necesariamente en todos los aislados clı´nicos, aunque si se ha encon-
trado relacionado a clones concretos como los aislados pertenecientes a las ST156 y
ST162 (MLST) que exhiben resistencia a la penicilina [109].
Se ha demostrado relacio´n clonal en el ana´lisis de las secuencias de rlrA y existen
estudios en los que se relaciona la expresio´n de estos pilli con la disminucio´n de la
colonizacio´n concomitante con S. aureus [110].
Entre los genes descritos en la isla de patogenicidad anteriormente mencionada, se
han encontrado genes que codifican para sortasas (srtD), cuya funcio´n consiste en en-
lazar las unidades de pilli al peptidoglicano y el gen rrgC que se intenta relacionar en
diferentes estudios como marcador molecular de aislados que expresan pilli. Ası´ por
ejemplo, en diferentes estudios se ha observado que no existen diferencias significati-
vas en la secuencia de este gen entre los aislados invasivos y no invasivos. Tambie´n
se ha demostrado que la presencia de este gen se asocia a determinados serotipos, por
ejemplo, en aislados pertenecientes a los serotipos 4, 6B y 9V se encuentra ma´s frecuen-
temente dicho gen, mientras que en aislados pertenecientes a serotipos cruzados como
son el 6A, 9A, 9L o´ 18C, 19A, 23A y 23B presentan de forma estadı´sticamente signifi-
cativa menor presencia de dicho gen. Este tipo de asociacio´n tambie´n se ha establecido
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con respecto a los clones internacionales de multirresistencia. Ası´ se encontro´ siempre
el gen rrgC en aislados pertenecientes a los clones Spain9V-3 (ST81), Maryland6B-17
(ST384), Taiwan19F-14 (ST236), Poland6B-20 (ST315), Portugal19F-21 (ST315) y North
Carolina6A-23 (ST376). En otros estudios tambie´n se observa cierta disminucio´n de la
presencia del gen rrgC paralelamente a la implantacio´n de la vacunacio´n [111].
1.4.6. Otros factores de virulencia
Existen otros factores o procesos en los que esta´ implicado el neumococo que afec-
tan a su virulencia, como son la variacio´n de fase, la produccio´n de neuraminidasas y
hialuronidasas, las concentraciones de Ca2+ y Zn2+, la induccio´n de la apoptosis o la
formacio´n de biofilm.
1.4.6.1. Variacio´n de fase
Se trata de la capacidad que tiene S. pneumoniae para variar la expresio´n de las
mole´culas de superficie de forma que se observa diferente morfologı´a de la colonia, de
aspecto opaco a transparente y viceversa. Se ha observado que la fase transparente
corresponde a neumococos que se encuentran colonizando las mucosas, mientras que
cuando invaden las ce´lulas, se aislan ce´lulas opacas. En este mecanismo se encuentran
implicados diferentes genes que codifican para la expresio´n de las proteı´nas de superfi-
cie [104].
1.4.6.2. Neuraminidasas y hialuronidasas
Son enzimas que producen dan˜o en el hospedador, las neuraminidasas se unen al
a´cido sia´lico de los glucolı´pidos y glucoproteı´nas de las superficies celulares y de los
fluidos y ası´ se favorece la invasio´n. Se ha observado que la expresio´n de estas proteı´nas
es ma´s frecuente en los neumococos que se aislan de bacteriemias y de meningitis [112].
Existen mu´ltiples isoenzimas y entre los genes implicados para su codificacio´n se han
identificado los genes nanA y nanB. La hialuronidasas favorecen tambie´n la invasio´n de
las ce´lulas y tejidos por degradacio´n del tejido conectivo.
1.4.6.3. Exposicio´n a Ca2+ y Zn2+
Ambos iones esta´n implicados en la regulacio´n de funciones que esta´n directamente
relacionadas con la virulencia del microorganismo. El Ca2+ regula la competencia para la
transformacio´n y es activador de la autolisina LytA (autolisina). Por otra parte la concen-
tracio´n de Zn2+ esta´ implicada en la regulacio´n de la expresio´n de algunas CBPs como la
PcpA. Existen estudios en los que tras tratamiento con Zn2+ preventivo se observa una
disminucio´n del riesgo de sufrir colonizacio´n nasofarı´ngea por S. pneumoniae [113]. Am-
bos iones esta´n implicados en la regulacio´n de la expresio´n de las proteı´nas PhtA, PhtB,
PhtD y PhtE en la nasofaringe y a nivel pulmonar, que son necesarias para la inhibicio´n
del factor H de la cascada del complemento.
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1.4.6.4. Induccio´n de apoptosis
El neumococo tiene la capacidad de estimular la produccio´n de derivados activos de
oxı´geno en el lugar de la colonizacio´n, de forma que induce la apoptosis de otras espe-
cies que comparten nicho ecolo´gico, lo que confiere una ventaja selectiva en la coloniza-
cio´n. Se ha observado que le gen spxB esta´ relacionado con estos mecanismos [114].
1.4.6.5. Formacio´n de biofilm
El feno´meno de crecimiento en biopelı´culas ha sido ampliamente estudiado en mo-
delos de colonizacio´n-infeccio´n en las infecciones respiratorias. S. pneumoniae se en-
cuentra entre los microorganismos capaces de crecer en biofilms , dentro de una matriz
cuya composicio´n es mayoritariamente agua y mucopolisa´carido donde consigue eludir
los factores de defensa del hue´sped como la fagocitosis. Una caracterı´stica particular
de los microorganismos que crecen en biopelı´culas es que suelen ser resistentes a los
antimicrobianos.
S. pneumoniae es capaz de crecer en biopelı´culas en mayor proporcio´n en procesos
infecciosos cro´nicos como la fibrosis quı´stica o la EPOC [115] aunque en estudios en
modelos animales se ha observado la formacio´n de biopelı´culas tambie´n en procesos
agudos como la otitis media aguda [116]. Entre los aislados procedentes de pacientes
con enfermedades cro´nicas, se ha observado una mayor frecuencia de mutacio´n, que se
asociarı´a con el crecimiento de estos aislados en forma de biopelı´culas y sus elevadas
tasas de resistencia[117].
Existen estudios que demuestran que en sangre el neumococo aumenta la expresio´n
de neumolisina y proteı´nas de superficie que favorecen el crecimiento plancto´nico (no
en biopelı´cula), sin embargo en el pulmo´n o las meninges, se favorece el crecimiento
se´sil [118]. El papel de la ca´psula polisaca´ridica en la formacio´n de biofilms es discutido.
Parece ser que la formacio´n de la ca´psula esta´ inhibida en las ce´lulas que crecen dentro
del biofilm (crecimiento se´sil) [119]. En el caso de aislados con ca´psula perteneciente al
serotipo 3, se ha comprobado que los genes implicados en la formacio´n de la ca´psula
dejan de transcribirse [120].
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1.5. Esquemas de tipado en Streptococcus pneumoniae.
Aplicaciones. Pneumococcal molecular epidemiology
network (PMEN)
Dada la relevancia epidemiolo´gica de la infeccio´n causada por S. pneumoniae, se han
ensayado y puesto a punto diferentes esquemas de tipado, basados en caracterı´sticas
inmunolo´gicas (aglutinacio´n de la ca´psula frente a sueros especı´ficos), enzima´ticas o
moleculares. Ası´ se consigue establecer relaciones de clonalidad o determinar la es-
tructura poblacional de los neumococos con resistencia a los antibio´ticos o la dispersio´n
clonal en determinadas infecciones y a´reas geogra´ficas, ası´ como establecer las bases
para el estudio del reemplazamiento clonal tras implementar polı´ticas de vacunacio´n.
1.5.1. Te´cnicas de tipado
1.5.1.1. Serotipado
Es la primera te´cnica que se utilizo´ para clasificar y agrupar los aislados de S. pneu-
moniae. Se basa en la capacidad que tiene la ca´psula de aglutinar en presencia de
antisueros especı´ficos. Segu´n esta te´cnica, se asigna un nu´mero en funcio´n del nu´mero
del antisuero frente al cual la aglutinacio´n haya sido positiva. Existen dos sistemas de
nomenclatura: el americano y el dane´s. El sistema americano asigna nu´meros correla-
tivos a los antisueros en funcio´n de la capacidad de aglutinacio´n e independientemente
de que algunos antisueros presenten reacciones cruzadas o difı´ciles de distinguir. El sis-
tema dane´s, sin embargo, asigna nu´meros correlativos a los antisueros, pero establece
grupos de antisueros segu´n la capacidad de la reaccio´n inmunolo´gica, la cual se dife-
rencia por letras, es decir, establece los serogrupos que agrupan a diferentes serotipos.
Ası´ por ejemplo, dentro del serogrupo 6 segu´n el sistema dane´s, el serotipo 6A se co-
rresponde con el serotipo 6 del sistema americano y el serotipo 6B del sistema dane´s se
corresponde con el serotipo 26 del sistema americano, ya que fue descrito con posterio-
ridad. El sistema ma´s comu´nmente empleado es el sistema dane´s.
La utilizacio´n de los serotipos como herramienta para clasificar y agrupar aislados de
neumococo se ha usado desde el descubrimiento de la capacidad inmunoge´nica de la
ca´psula y ha servido para asociar determinados serotipos con caracterı´sticas asociadas
a la virulencia o a la resistencia a diferentes antibio´ticos. Ası´ por ejemplo, diferentes
estudios asocian los serotipos 1, 5, 7 y 14 con enfermedad invasiva, mientras que los
serotipos predominantes en los estudios de colonizacio´n nasofarı´ngea son el 6, 18, 19 y
23.
Con respecto a las resistencias a los antibio´ticos, hasta el empleo de te´cnicas de ti-
pado molecular, se asocio´ cla´sicamente la resistencia a β-lacta´micos y macro´lidos con
los serotipos 14, 19 y 23 principalmente. En la actualidad, con la ayuda de las te´cnicas
moleculares basadas en la amplificacio´n y secuenciacio´n de genes conservados (se ex-
ponen ma´s adelante), podemos establecer relaciones de clonalidad entre aislados que
pertenecen a serotipos diferentes, debido al feno´meno del intercambio o switching cap-
sular.
Dado que las vacunas se disen˜an en funcio´n de los serotipos que se asocian ma´s
con enfermedad o colonizacio´n, es necesario realizar estudios de serotipado a todos
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los aislados de S. pneumoniae procedentes de muestras clı´nicas y, a su vez, realizar
estudios de colonizacio´n, con objeto de poder hacer un seguimiento de la accio´n de la
vacuna a nivel de la colonizacio´n inicial y poder estudiar feno´menos de re-colonizacio´n,
co-colonizacio´n y reemplazamiento clonal.
1.5.1.2. Multi locus enzyme electrophoresis (MLEE)
Identifica las isoenzimas de enzimas que catalizan rutas metabo´licas ba´sicas (hou-
sekeeping) mediante su movilidad electrofore´tica. Estas enzimas esta´n codificadas por
alelos del mismo gen, de forma que en un patro´n electrofore´tico, se observan pequen˜as
variaciones en taman˜o y carga y se identifican “tipos electrofore´ticos”. A pesar de no tra-
tarse de una te´cnica ra´pida y de ser muy laboriosa, ha sido referencia para el estudio de
la clonalidad de poblaciones [121], y en caso de S. pneumoniae fue una te´cnica muy u´til
para el estudio de la dispersio´n clonal de los aislados multirresistentes pertenecientes al
serotipo 23F [122].
1.5.1.3. Patro´n de digestio´n por restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
de las proteı´nas fijadoras de penicilina (PBPs)
Esta te´cnica ha sido utilizada para el estudio de poblaciones de S. pneumoniae resis-
tentes a β-lacta´micos, ya que la resistencia a este grupo de antimicrobianos esta´ codifi-
cada por alteraciones en los genes que codifican para las proteı´nas fijadoras de penicilina
(PBPs), en concreto de los genes pbp1a, pbp1b, pbp2b y pbp2x. Estas modificaciones
consisten en sustituciones nucleotı´dicas que se alternan con fragmentos de secuencia
correspondientes a los genes salvajes, generando estructuras en mosaico. Consiste en
amplificar mediante PCR los genes implicados y utilizar diferentes enzimas de restriccio´n
para cada gen, de forma que en un gel de electroforesis se identifican diferentes patro-
nes de restriccio´n, que pueden corresponderse, como en caso del clon multirresistente
del serotipo 23F, con clones previamente identificados [123]. Esta te´cnica tambie´n se ha
utilizado para la deteccio´n de aislados resistentes a penicilina, procedentes de muestras
clı´nicas [124] o de muestras que han sido este´riles para el cultivo [125].
1.5.1.4. BOX-fingerprinting
Esta te´cnica se basa en hibridacio´n mediante sondas especificas y transferencia a
membranas de nylon (Southern blot) fragmentos de ADN que esta´n altamente conserva-
dos y repartidos a lo largo del cromosoma conocidos como elementos BOX, y que, en el
caso de S. pneumoniae hay unos 25 elementos BOX. Al tratarse de secuencias altamen-
te conservadas, es necesario mucho tiempo para acumular variaciones [126, 127]. Una
variante de esta te´cnica que se ha empleado para el tipado molecular de S. pneumoniae
consiste en digerir con enzimas de restriccio´n las amplificaciones de dichos fragmentos
y observar el patro´n electrofore´tico de dicha digestio´n. Esta te´cnica se sigue empleando
para el tipado molecular de aislados que proceden de poblaciones concretas [116].
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1.5.1.5. Ribotyping
Mediante southern blot, se define el nu´mero de loci de los genes ribosomales (23s,
16s y 55rRNA) y su posicio´n en el cromosoma bacteriano. Se trata de una te´cnica repro-
ducible, pero su poder de discriminacio´n es menor que el de otras te´cnicas actualmente
empleadas como la electroforesis en gel por campo pulsado (PFGE). Se ha empleado
en el estudio de la dispersio´n de neumococo resistente a penicilina mediante digestio´n
con diferentes enzimas de restriccio´n. Esta´ recomendado para estudios epidemiolo´gicos
de largo tiempo y entre aislamientos de diferentes zonas geogra´ficas [128, 129].
1.5.1.6. Electroforesis en gel por campo pulsado (Pulsed field gel
electrophoresis, PFGE)
Consiste en la restriccio´n por digestio´n enzima´tica del material gene´tico y posterior
separacio´n de los fragmentos en un gel de agarosa en el que cada cierto tiempo –
predeterminado– se cambia el a´ngulo de la orientacio´n de los pulsos ele´ctricos. Las
enzimas de restriccio´n que se utilizan reconocen ma´s de seis pares de bases de corte,
de forma que se generan escasos fragmentos de ADN (habitualmente menos de trein-
ta) de elevado peso molecular [130]. En el caso de S. pneumoniae esta te´cnica se ha
empleado para el tipado de aislados resistentes a diferentes grupos de antibio´ticos y las
enzimas habitualmente empleadas son ApaI y SmaI resultando entre 10 y 19 fragmentos
de restriccio´n [131]. Sin embargo, en el caso de los aislados portadores de los genes
mef los lugares de reconocimiento de estas enzimas, principalmente de la enzima SmaI
coinciden con fragmentos de las secuencias de estos genes, de forma que la restriccio´n
no se realiza correctamente y los patrones de bandas no son adecuados. Para solucio-
nar este problema, se emplea un esquizo´mero de SmaI, llamado Cfr9, con el que se
obtienen digestiones adecuadas [132, 133].
El ana´lisis de los geles se realiza visualmente, existiendo unos criterios para definir
aislados indistinguibles, relacionados y no relacionados [134] y/o digitalmente emplean-
do ı´ndices matema´ticos siendo el ma´s comu´nmente empleado el coeficiente de corre-
lacio´n de Dice. Dado que un so´lo evento de mutacio´n puede dar lugar de cero a cuatro
bandas de diferencia segu´n el punto del cromosoma en el que ocurra, se sugiere aplicar
la nomenclatura por subtipos, dentro de aislados que considerarı´amos indistinguibles y
relacionados, y tener siempre en cuenta los datos epidemiolo´gicos de los aislados que
se esta´n comparando. Esta te´cnica tiene un poder de discriminacio´n elevado, y es de
referencia para comparar diferentes poblaciones, tanto eucariotas como procariotas. El
inconveniente principal es la difı´cil reproducibilidad entre diferentes laboratorios y el tiem-
po necesario para obtener resultados [135].
1.5.1.7. REP-PCR o amplificacio´n por reaccio´n en cadena de la polimerasa
(PCR) de las secuencias repetitivas palindro´micas (REP)
Este me´todo se basa en la amplificacio´n de secuencias de ADN que se encuentran
flanqueadas por secuencias repetitivas a lo largo del genoma y palindro´micas (elemen-
tos REP), que son la zona de unio´n de los oligonucleo´tidos o primers [136]. Ası´, el nu´mero
de productos obtenidos es proporcional al nu´mero de elementos REP y por tanto, carac-
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terı´sticos de cada especie, mientras que el taman˜o de estos productos es caracterı´stico
de cada aislado y sirve para establecer relaciones filogene´ticas [136]. En el caso de S.
pneumoniae, esta te´cnica se ha empleado para identificar aislados que presentan dife-
rente serotipo por intercambio (switching) capsular como aislados descendientes de un
mismo antecesor [137, 98, 97]. Existe en el mercado un sistema semiautoma´tico que se
basa en esta te´cnica, cuya ventaja es que aporta un ana´lisis informa´tico de los geles y
un servidor en el cual se depositan los resultados de cada laboratorio, de forma confi-
dencial, desde el que pueden ser comparados aislados de diferentes zonas geogra´ficas.
Este sistema (DiversiLab R©) se ha utilizado para establecer la clonalidad en aislados de
S. pneumoniae pertenecientes a un mismo serotipo [138, 139] ası´ como para establecer
la clonalidad entre aislados resistentes a la penicilina [140]. No hay mucha experiencia
en la interpretacio´n de los resultados, por lo que se recomienda comparar el empleo de
estas te´cnicas con otras como PFGE o MLST.
1.5.1.8. Espectrometr´ıa de masas
Como se menciono´ anteriormente en el apartado 1.3.4, la te´cnica MALDI-TOF ha sido
empleada para el tipado de S. pneumoniae procedente de muestras clı´nicas [92].
1.5.1.9. Multi locus sequence typing (MLST) y multi locus restriction typing (MLRT)
MLST es la variante genotı´pica de MLEE, ya que se trata de amplificar los genes
conservados (housekeeping) que codifican para las enzimas empleadas en MLEE. Se
amplifican y secuencia una porcio´n de siete genes (aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt y ddl)
y a cada secuencia diferente del mismo alelo se le asigna un nu´mero correlativo segu´n
su descripcio´n. A la combinacio´n de nu´meros correspondiente a los siete alelos (perfil
ale´lico) se le asigna a su vez un nu´mero que define la secuencia tipo (ST). Se define
tambie´n el concepto de complejo clonal, formado por aislados a los que se les asigna
diferentes STs, pero que tiene en comu´n que el perfil ale´lico varı´a u´nicamente de la ST
fundadora en un alelo (single locus variant) o en dos como ma´ximo (double locus variant)
y que derivan de e´sta.
El esquema de MLST para S. pneumoniae fue de los primeros descritos en 1998
para aislados invasivos [141] y desde entonces ha sido ampliamente utilizado en dife-
rentes zonas del mundo, sirviendo para relacionar STs y complejos clonales concretos
con clones multirresistentes que se han dispersado mundialmente. El ana´lisis de los
datos mediante programas especı´ficos como e-BURST permite establecer las relacio-
nes clonales y distancias filogene´ticas entre aislados pertenecientes al mismo complejo
clonal, ası´ como trazar la evolucio´n de una determinada ST con relevancia clı´nica. Se
trata de un me´todo altamente reproducible, que permite la creacio´n de bases de da-
tos por los propios usuarios cada vez que se asigna un perfil ale´lico nuevo, y por tan-
to se describe una ST, de todas los perfiles ale´licos y alelos depositados en internet
(http://spneumoniae.mlst.net) (alrededor de 8.300 perfiles ale´licos hasta el momen-
to). La mayor desventaja es que se trata de una te´cnica de coste elevado, debido a la
secuenciacio´n que no es posible realizar por muchos laboratorios.
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1.5.2. Aplicaciones de las te´cnicas de tipado
Son muchas las aplicaciones de los diferentes me´todos de tipado de S. pneumoniae,
cla´sicamente se han utilizado para establecer la clonalidad de los aislados resistentes a
la penicilina, que se dispersaron por diferentes a´reas geogra´ficas durante las de´cadas
de los ochenta y noventa, el estudio de los clones que colonizan la nasofaringe y de los
que provocan infeccio´n, ası´ como la comparacio´n entre aislados de un mismo paciente,
procedentes de colonizacio´n y de muestras invasivas. Aunque en caso de las infeccio-
nes causadas por S. pneumoniae es difı´cil hablar de brotes, mediante me´todos de tipado
se ha podido establecer que ciertas lı´neas clonales son las responsables de los esca-
sos brotes descritos, ası´ como estudiar la clonalidad de los aislados que en modelos
animales, poseen alta capacidad patoge´nica.
Otras de las aplicaciones es la determinacio´n de la estructura poblacional de grupos
de aislados con caracterı´sticas concretas de resistencia o epidemiolo´gicas, ası´ como su
evolucio´n en clones de multirresistencia o en su diversificacio´n en diferentes patrones de
resistencia.
1.5.3. Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (PMEN)
En 1997 se creo´ la red de epidemiologı´a molecular de neumococo para estandarizar
la nomenclatura y clasificacio´n de los aislados estudiados mediante me´todos de tipado
y resistentes a diferentes grupos de antimicrobianos . En 2001 se describio´ por primera
vez la nomenclatura de 16 clones de neumococo de dispersio´n mundial y multirresisten-
tes tras el estudio de cada uno de ellos mediante PFGE, BOX-PCR y MLST [142]. Los
criterios de inclusio´n de un clon en la red son:
El clon se ha dispersado exitosamente en diferentes a´reas del mundo (al menos
debe estar presente en tres continentes).
El clon esta´ establecido durante un periodo de tiempo largo.
Debe ser resistente a uno o ma´s de los antibio´ticos usados normalmente en clı´nica.
Deben publicarse datos epidemiolo´gicos del clon previo a su inclusio´n en la red.
Los clones deben proponerse para su inclusio´n en la reunio´n anual de la red.
El aislado debe depositarse en la coleccio´n americana de cultivos tipo.
Segu´n las caracterı´sticas geogra´ficas y de serotipo se define la nomenclatura de los
clones: se utiliza el nombre del paı´s o zona (sı´ el paı´s es muy extenso, como en Estados
Unidos o Rusia) donde se aislo´ por primera vez, seguido por el serotipo de ese primer
aislamiento en superı´ndice y por el nu´mero correlativo asignado en la red o la secuen-
cia tipo fundadora. Ası´ el clon multirresistente Spain23F-1, se aislo´ por primera vez en
Espan˜a, con el serotipo 23F y es el primer clon descrito en la red y se podrı´a nombrar
igualmente como Spain23F-ST81, al ser su ST fundadora la ST81 (comunicacio´n personal
Dra. Mc.Gee).
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1.6. Transformacio´n y recombinacio´n en Streptococcus
pneumoniae
La transformacio´n se define como la habilidad para captar ADN del medio. Streptococ-
cus pneumoniae fue el primer microorganismo en que se describio´ en 1928 este proceso.
El neumococo, como todos los microorganismos que pueden realizar transformacio´n,
necesitan llegar al estado de “competencia” que se coordina entre las ce´lulas por feno´me-
nos de quorum-sensing, es decir, por comunicacio´n entre ellas mediante determinadas
mole´culas, en este caso denominadas feromonas. La mayorı´a de las ce´lulas se hacen
competentes en el punto de la fase exponencial de crecimiento en el que se alcanza la
concentracio´n de ce´lulas crı´tica.
La coordinacio´n de la competencia, ası´ como su dependencia de la densidad celular
esta´n condicionados, a su vez, por la secrecio´n al medio de una proteı´na conocida como
el factor de competencia (CF). Esta proteı´na fue la primera feromona descrita en bacte-
rias [143]. Adema´s se han descrito como factores importantes para alcanzar el estado
de competencia la ca´psula (en los neumococos capsulados el estado de competencia
se alcanza con mayor dificultad), la concentracio´n de iones de calcio en el medio, la
concentracio´n de albu´mina y el pH.
Gracias a los estudios sobre esta feromona, se consiguio´ aislar y purificar un pe´pti-
do estimulante de la competencia o CSP que se postula es el CF descrito inicialmente
aunque e´ste podrı´a ser una mezcla de pe´ptidos. La accio´n de CSP sobre cultivos no
competentes dura entre quince y veinte minutos. El factor CSP se expresa en la superfi-
cie de las ce´lulas de forma que induce al resto de la poblacio´n a producirlo [144]. Se ha
comprobado que CSP es parte de una amplia familia de proteı´nas implicada en los pro-
cesos de quorum-sensing para la regulacio´n de la competencia y que dichas proteı´nas
esta´n relacionadas especı´ficamente con las especies de estreptococos pudiendo esta-
blecerse “ferotipos”. Ası´, en el caso de S. pneumoniae, las proteı´nas activadoras de la
competencia son especı´ficas para esta especie y se han descrito dos alelos comC1 y
comC2 que codifican para dos CSPs con una similitud del 53 % a nivel nucleotı´dico. Ca-
da ce´lula de S. pneumoniae posee receptores especı´ficos para uno de los alelos [145],
incluyendo los capsulados de los serogrupos 2, 3, 6, 9, 17, 18 y 19. La densidad celular
en el medio esta´ relacionada tambie´n con la concentracio´n de CSP, por lo que parece
que la sı´ntesis de bacteriocinas tambie´n esta´ implicada en estos procesos.
La sı´ntesis de proteı´nas que posibilitan la captacio´n de ADN del medio y la recombina-
cio´n es codificada por el gen comX. Este sistema de regulacio´n gene´tico esta´ implicado
tambie´n en la capacidad que tienen las subpoblaciones de S. pneumoniae competen-
tes, de activar los procesos de lisis en las subpoblaciones no competentes de un mismo
medio de cultivo, para poder favorecer la salida de ADN al medio y captarlo por transfor-
macio´n.
Una vez que se ha captado ADN del medio, se engloba en el cromosoma celular me-
diante procesos de recombinacio´n. Entre los genes implicados en la recombinacio´n se
encuentran los genes recA y mmsA y de los genes implicados en el sistema de repa-
racio´n (mismatch repair system) hexA y hexB. La proteı´na codificada por el gen mmsA
se encarga de abrir las dobles he´lices, con un mı´nimo gasto de energı´a (ATP) ya que
en los procesos de transformacio´n y posterior recombinacio´n es posible tomar cualquier
ADN del medio, con el u´nico requisito imprescindible de que este´ en forma de cadena
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sencilla. El gen hexA (con mayor actividad que el gen hexB) se encarga de corregir las
incorrecciones en la secuencia cuando se incorpora DNA nuevo al cromosoma.
Para integrar la nueva secuencia al cromosoma, es necesario que una mı´nima parte
de e´sta tenga cierta homologı´a (convergencia) con las zonas del cromosoma en las que
va a insertar, para que las enzimas de recombinacio´n la reconozcan. En caso de que no
exista homologı´a (divergencia) en principio no se podrı´a dar la recombinacio´n, ya que
el mismatch repair system la inhibirı´a, sin embargo, en el caso de S. pneumoniae, este
sistema no evita la transformacio´n y recombinacio´n interespecies, estos procesos se pro-
ducen de forma independiente a la accio´n de hexA [146]. Por ello se producen estructuras
“en mosaico”. Ejemplos de estructuras en mosaico son las secuencias que codifican para
las proteı´nas fijadoras de penicilina (PBPs) alteradas, incorporadas por transformacio´n
de otras especies de estreptococos, que provocan que S. pneumoniae sea resistente a
la accio´n de los antibio´ticos β-lacta´micos; los aislados de S. pneumoniae resistentes a
la optoquina, por incorporacio´n de secuencias gene´ticas de otros estreptococos [147]
o la evolucio´n en los serogrupos que dan lugar a diferentes serotipos, ası´ como la pa-
togenicidad de ciertas especies de estreptococos no pato´genos por captacio´n de ADN
del neumococo. Se calcula que durante la transformacio´n el neumococo es capaz de
incorporar de entre un 1 % y un 5 % de ADN (con respecto a su genoma).
Mediante los procesos de transformacio´n se consigue que el genoma del neumococo
posea una elevada plasticidad, considera´ndose un proceso adaptativo para reponer se-
cuencias alteradas por mutaciones delete´reas por las secuencias presentes originalmen-
te en la especie. Adema´s, en el caso de S. pneumoniae es posible incorporar secuencias
de especies diferentes que comparten nicho ecolo´gico como puede ser la nasofaringe, y
en el caso de tratarse de secuencias de especies poco relacionadas, dichas secuencias
se pueden incorporar a especies relacionadas como S. mitis, S. oralis, S. gordonii o los
estreptococos del grupo viridans, actuando como paso previo para la incorporacio´n en
S. pneumoniae.
Por otra parte, la recombinacio´n homo´loga puede dar lugar a mutaciones puntuales
que impliquen a la expresio´n de los genes, generando alteraciones en las proteı´nas que
pueden suponer cambios adaptativos y evolutivos como la modificacio´n de las enzimas
de unio´n a los β-lacta´micos (PBPs) [148]. La incorporacio´n de ADN nuevo puede darse
entre genes unidos o entre genes separados, en el caso de darse entre genes sepa-
rados, puede dar lugar a la adquisicio´n de complejos multiproteicos. Por ejemplo, los
segmentos BOX (elementos repetitivos altamente conservados) son suficientemente lar-
gos y con secuencias homo´logas, por ello podrı´an estar implicados en reorganizaciones
del genoma tras sufrir un proceso de transformacio´n, de hecho, se ha comprobado que
un fragmento de ADN lineal flanqueado por secuencias repetitivas (secuencias de inser-
cio´n) se procesa con mayor facilidad por la maquinaria de la recombinacio´n, lo que podrı´a
explicar el feno´meno de las ca´psulas binarias, por adicio´n de un cassete con secuencias
de insercio´n correspondientes a los operones de los polisaca´ridos capsulares, de forma
que se expresan la ca´psula nativa de la ce´lula y la adquirida por recombinacio´n [149].
Finalmente, la insercio´n de ADN hetero´logo siempre ocurre de forma simulta´nea a
la deleccio´n de secuencias cromoso´micas, de forma que la evolucio´n del genoma es
constante cuando se somete a procesos de recombinacio´n.
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1.7. Epidemiologı´a y evolucio´n de la resistencia a los
antimicrobianos en Streptococcus pneumoniae.
Multirresistencia
La primera resistencia detectada en S. pneumoniae fue frente a la optoquina (etilhi-
drocupreı´na) en 1912. En los ensayos en ratones, previos a la utilizacio´n en terape´utica
para el tratamiento de la neumonı´a en humanos, se observo´ que los aislados proceden-
tes de los ratones que previamente habı´an sido tratados con optoquina, eran resistentes
a dicho antimicrobiano, es decir, se habı´a seleccionado la resistencia in vivo. Cinco an˜os
ma´s tarde se aislo´ una cepa de S. pneumoniae de un paciente, resistente a la optoqui-
na [21]. Actualmente se conocen los mecanismos gene´ticos que confieren resistencia a
la optoquina, basados en la aparicio´n de mutaciones puntuales en el gen atpC que co-
difica para el segmento transmembranal de la subunidad c del complejo enzima´tico F0F1
H+-ATPasa que regula la concentracio´n de iones H+ en el interior de la ce´lula y por tanto,
su pH y equilibrio osmo´tico [150]. Cabe resaltar que las cepas de S. pneumoniae resis-
tentes a la optoquina se aislan en la actualidad tanto en muestras clı´nicas (0,6 %) [151]
como en muestras nasofarı´ngeas obtenidas para estudios de colonizacio´n (2 %) [152].
1.7.1. Resistencia a β-lacta´micos
En 1945 se publico´ la aparicio´n de aislados de S. pneumoniae con sensibilidad dis-
minuida a la penicilina que habı´an sido cultivados en presencia de penicilina G en el
laboratorio [153]. Sin embargo, fue en 1967 cuando se aislo´ el primer neumococo proce-
dente de una muestra clı´nica de un paciente con hipoganmaglobulinemia en Australia, y
dos an˜os despue´s en Nueva Guinea, trata´ndose en ambos casos de aislados clasifica-
dos como “intermedios” segu´n el criterio microbiolo´gico de interpretacio´n de los valores
de CMI [154]. En 1977 se detectaron los primeros aislados de neumococo con alto nivel
de resistencia a la penicilina, en Suda´frica procedentes de muestras clı´nicas pedia´tricas
y que, adema´s presentaban resistencia a otros grupos de antibio´ticos [155].
En Europa, los primeros neumococos resistentes se detectaron en Hungrı´a en 1975
y en los paı´ses de la conocida en aquella e´poca como “Europa del Este” con porcen-
tajes de resistencia cercanos al 30 % mientras que en el resto del continente rondaban
el 7 % [156]. Con respecto a la zona Oeste del continente, los primeros aislados de S.
pneumoniae resistentes a la penicilina se encontraron en Espan˜a en la de´cada de los
ochenta, disemina´ndose clones que portaban dicha resistencia a los paı´ses cercanos
(Francia, Portugal, Marruecos), pero no en otros paı´ses del continente como Alema-
nia, Suecia o Dinamarca donde las tasas de resistencia a la penicilina durante los an˜os
ochenta se mantuvieron estables y bajas (0 %-5 % segu´n paı´ses).
En Estados Unidos el primer caso de fracaso clı´nico por resistencia a la penicilina se
detecto´ en un nin˜o con meningitis en 1974 aunque ya en 1965 en Boston se detectaron
dos aislados en un estudio de sensibilidad que recogı´a 200 cepas, con 1 y 2 µg/ml de CMI
para la penicilina. Desde la aparicio´n de los primeros aislados resistentes, la resistencia a
la penicilina se expandio´ en las de´cadas de los ochenta y noventa, debido a la dispersio´n
de serotipos especı´ficos que portaban estos mecanismos de resistencia. Se realizaron
varios estudios para establecer que´ serotipos eran los responsables de dispersar esta
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resistencia, ası´ como para establecer que´ serotipos se encontraban principalmente en la
nasofaringe de personas sanas, en estado de portador. Ası´ se pudo establecer que los
serotipos principalmente asociados a la resistencia a β-lacta´micos en los portadores en
aquel momento eran 6B, 19F y 19A, 23F y 14 y que las infecciones, principalmente otitis
media, se producı´an en el transcurso de un mes tras la colonizacio´n de la nasofarı´nge por
estos grupos [157]. Gracias a los estudios de epidemiologı´a molecular (PFGE, MLST...)
y a la creacio´n de la red PMEN (Pneumococcal Molecular Epidemiology Network) se
comprobo´ que la dispersio´n de la resistencia no so´lo dependı´a del serotipo, si no de clo-
nes especı´ficos entre los que podı´an estar representados diferentes serotipos debido a
feno´menos de switching capsular. Por ejemplo es frecuente aislar cepas del serotipo 19A
que pertenecen a clones establecidos, cuyos aislados patro´n portan ca´psulas de seroti-
pos diferentes como 6B, 9V o 15 (clones Spain6B-2, Spain9V-3 o Sweden15A-25) [158].
La resistencia en S. pneumoniae a β-lacta´micos se produce por alteracio´n de las pro-
teı´nas fijadoras de penicilina, conocidas como PBPs (penicillin binding proteins) que ca-
talizan diferentes pasos en la formacio´n del peptidoglicano, los β-lacta´micos forman una
unio´n covalente con las PBPs dependientes de serina, ası´, cuando se producen altera-
ciones en la secuencia de los genes que codifican para las PBPs, se producen alteracio-
nes en la estructura de la proteı´na de forma que estos antibio´ticos pierden afinidad por
las proteı´nas y su accio´n disminuye, por tanto, son necesarias mayores concentraciones
de antibio´tico y, a su vez, se produce una disminucio´n en la capacidad para alcanzar
el estado de competencia para la transformacio´n gene´tica [159]. Se ha observado que
estos mecanismos de resistencia no solo se transfieren entre clones de S. pneumoniae,
sino que tambie´n se transfieren entre otras especies de estreptococos como S. mitis y S.
oralis [148].
Se han descrito seis tipos de PBPs que se clasifican en funcio´n de su peso molecular,
estimado en funcio´n de su secuencia aminoacı´dica 1.6 y se ha comprobado en mu-
tantes de laboratorio que todas sus variantes son capaces de provocar disminucio´n en
la afinidad por los β-lacta´micos. En los mutantes de laboratorio se generan mutaciones
puntuales (no se han observado mutantes esponta´neos) y u´nicamente en la PBP2x, pero
en la naturaleza la adquisicio´n de este tipo de resistencia se produce por transformacio´n
gene´tica y la formacio´n de genes en mosaico [160, 148].
Desde la aparicio´n del primer aislado con sensibilidad disminuida a la penicilina en
1967, el nu´mero de aislados resistentes ha ido en aumento hasta la aplicacio´n de la
vacuna conjugada heptavalente (PCV-7). En Estados Unidos se aislaron cepas de neu-
mococo con sensibilidad intermedia (CLSI previo al an˜o 2008) entre los an˜os 1979 y
1993, apareciendo el primer aislado resistente en 1993 y llegando a un pico de prevalen-
cia de aislados resistentes entre los an˜os 2000 y 2004. Desde este an˜o, la resistencia a
la penicilina (aislados tanto intermedios como resistentes) ha ido decreciendo progresi-
vamente [47]. La tendencia en la disminucio´n progresiva de la resistencia a la penicilina
en aislados de S. pneumoniae procedente de enfermedad invasiva es similar en Europa
segu´n los datos recogidos por el European Antimicrobial Resistance Surveillance Sys-
tem [161].
En Espan˜a, segu´n datos recogidos en el Centro Nacional de Referencia para S. pneu-
moniae, la resistencia a la penicilina aumento´ de forma progresiva desde 1979 (6 %)
hasta 1989 (44,4 %), continu´o en aumento, pero de forma menos marcada desde 1990
(34,5 %) hasta 1998 (43,7 %) y comenzo´ a decrecer entre los an˜os 1999 (33,9 %) y el
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Clase Peso molecular PBP Efecto de las formas modificadas
A 80-90 kDa
1a Confiere alto nivel de resistencia si hay previa
modificacio´n de las PBP de clase B
1b No existen datos suficientes para establecer el
nivel de resistencia
2a Confiere alto nivel de resistencia si hay previa
modificacio´n de las PBP de clase B
B 82,3 kDa
2x Bajo nivel de resistencia. Son necesarias para
que se generen variantes de alto nivel de resis-
tencia
2b Confiere bajo nivel de resistencia a penicilina.
No esta´ implicada en resistencia a las cefalos-
porinas de 3a generacio´n (cefotaxima)
C 48,2 kDa
3 So´lo se ha visto implicada en mutantes gene-
rados en laboratorio
Tabla 1.6: Clasificacio´n de las proteı´nas fijadoras de penicilina segu´n su peso molecular
an˜o 2008 (22,3 %) observa´ndose un marcado descenso entre los an˜os 2005 y 2008, in-
versamente proporcional al aumento de implantacio´n de la vacuna PCV-7 empleada en
Espan˜a [162].
Esta disminucio´n global de la resistencia, se asocia al reemplazamiento de serotipos
tras la aplicacio´n de la vacunacio´n. En la vacuna heptavalente se incluyen los serotipos
que cla´sicamente se han asociado con la resistencia a la penicilina tambie´n conocidos
como serotipos “pedia´tricos” (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). En diferentes estudios se ha
observado una disminucio´n global de e´stos y un aumento progresivo de otros serotipos
que colonizaban la nasofarı´nge y no se relacionaban tanto con procesos infecciosos. En
Estado Unidos, los serotipos prevalentes antes de la introduccio´n de la vacunacio´n eran
el serotipo 14 y el serotipo 6B, mientras que en la actualidad se mantiene el serotipo
14 y ha aumentado significativamente el serotipo19A. En Espan˜a la prevalencia de cier-
tos serotipos vacunales ha disminuido significativamente entre los periodos 1997-2001 y
2007-2008, sin embargo la prevalencia del serotipo 14 ha permanecido estable y tambie´n
se ha observado un aumento significativo del serotipo 19A. Tabla 1.7 [163].
La prevalencia del serotipo 19A ha aumentado de forma general en todos los paı´ses,
incluidos los paı´ses en los que el acceso a la vacunacio´n no es universal. Este hecho,
unido a que estos aislados no so´lo son resistentes a la penicilina, sino que suelen llevar
ma´s resistencias asociadas (casi siempre a macro´lidos y a algu´n grupo de antimicro-
bianos ma´s) y que suelen pertenecer a un complejo clonal determinado (Taiwan19F-14,
inicialmente descrito en aislados pertenecientes al serotipo 19F) hace pensar que la va-
cunacio´n ha sido un factor an˜adido a otros como el consumo elevado de antbio´ticos.
Cabe mencionar que, a pesar de tratarse del aumento ma´s llamativo, no so´lo el se-
rotipo 19A ha aumentado entre los aislados resistentes a penicilina tras la introduccio´n
de la vacuna conjugada heptavalente. Tambie´n se ha descrito mayor aparicio´n de otros
serotipos como el 1, 3, 5, 7F, 15A, 23A, 35B y el recientemente descrito 6C [162, 164].
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Serotipo
Periodo
1997-2001 2007-2008
6B 16,7 % 0,0 %
9V 15,4 % 9,1 %
19F 13,7 % 7,3 %
23F 12,6 % 3,8 %
Tabla 1.7: Evolucio´n de los serotipos vacunales (PCV7) que presentaron un descenso
significativo tras la comercializacio´n de la vacuna PCV7 en Espan˜a ([163]).
Con la reciente introduccio´n en el mercado de la nueva vacuna conjugada 13-valente que
adema´s de los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y
23F) incluye proteccio´n frente a los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A es de esperar que se
observen cambios en la dina´mica poblacional de S. pneumoniae.
Los clones que se identificaron como responsables de la dispersio´n de la resistencia a
la penicilina en las de´cadas de los ochenta y noventa, fueron Spain23F-1-ST81, Spain6B-
2-ST90, Spain9V-3-ST156 y Sweden15A-25-ST63. Tras la aplicacio´n de la vacuna conju-
gada heptavalente, la prevalencia de estos clones ha disminuido significativamente [163]
y a la vez que se observa un aumento de complejos clonales con secuencias funda-
doras correspondientes a los clones anteriormente mencionados, es decir, la diversidad
gene´tica en estos aislados es mayor, de hecho se suele producir switching capsular, de
forma que la mayorı´a de los aislados postvacunales pertenecientes al complejo clonal
Spain9V-3 portan la ca´psula correspondiente al serotipo 14 [158].
1.7.2. Resistencia a macro´lidos, lincosamidas y estreptograminas
Los macro´lidos contienen en su estructura quı´mica un anillo lacto´nico macrocı´clico en
cuyos sustituyentes se anclan desoxiazu´cares o aminoazu´cares. En funcio´n del nu´mero
de a´tomos que componga el anillo lacto´nico se clasifican en
Compuestos con anillo de 14 a´tomos, contienen normalmente dos azu´cares, de los
cuales uno de ellos es un aminoazu´car. En este grupo se clasifican la eritromicina,
la claritromicina, la roxitromicina y la diritromicina (fig. 1.3).
Compuestos con anillo de 15 a´tomos, se conocen como aza´lidos y el representante
principal es la azitromicina (fig. 1.4).
Compuestos con anillo de 16 a´tomos, presentan diferentes posibilidades en los
azu´cares sustituyentes. Los representantes de este grupo son josamicina, mideca-
micina, rokitamicina y espiramicina (fig. 1.5).
Los macro´lidos se utilizan habitualmente para el tratamiento empı´rico de de la infec-
cio´n respiratoria aguda comunitaria, generalmente como agentes de segunda eleccio´n
en diferentes guı´as [165]. Los ma´s empleados son claritromicina y azitromicina por sus
caracterı´sticas farmacocine´ticas y por producir menos efectos secundarios que la eritro-
micina.
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Figura 1.3: Macro´lidos con anillo lacto´nico de 14 a´tomos
El mecanismo de accio´n de los macro´lidos es la inhibicio´n de la sı´ntesis proteica por su
unio´n al centro peptidil-transferasa del dominio V del ARN ribosomal 23s de la subunidad
50s del ribosoma bacteriano, esto impide la translocacio´n y la cadena de aminoa´cidos
en formacio´n, que au´n se encuentra unida al ARN, pasa del sitio aceptor (A) al donador
(P) de forma que se impide el salto al siguiente codo´n de la cadena de ARN. Este sitio
de unio´n es comu´n para otros grupos de antibio´ticos como las lincosamidas (clindami-
cina), las estreptograminas (quinupristina/dalfopristina),el cloranfenicol y las pleuromuti-
linas [166].
Los mecanismos de resistencia a los macro´lidos descritos son:
Metilacio´n del ARN ribosomal 23s por metiltransferasas. Estas enzimas metilan a
nivel post-transcripcional el ARN ribosomal 23s de forma que se bloquea el sitio de
unio´n de los macro´lidos por cambios conformacionales. La monometilacio´n origina
resistencia cruzada a todos los macro´lidos, la clindamicina y la estreptogramina B
o dalfopristina, por tanto se dice que genera resistencia de fenotipo MLSB que a
su vez puede ser expresado de forma constitutiva, o ser inducible. La induccio´n es
ma´s eficaz en el caso de los macro´lidos de 14 y 15 a´tomos ya que esta´ relacionada
con la clandinosa, mientras que los macro´lidos de 16 a´tomos son malos inductores,
llegando a ser activos en bacterias que son resistentes a otros macro´lidos por estos
mecanismos [166]. Estas enzimas esta´n codificadas por los genes erm, en el caso
de S. pneumoniae fundamentalmente el gen erm(B), que codifica para una metilasa
que actu´a a nivel del residuo de adenina A2058 (numeracio´n E. coli) en el dominio
V del ARN ribosomal 23s, que puede expresarse de forma tanto constitutiva como
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Figura 1.4: Azitromicina: macro´lido con anillo lacto´nico de 15 a´tomos
inducible. Existen otros subtipos de genes erm, como erm(TR), erm(A) o erm(T),
que a pesar de no haberse descrito en S. pneumoniae (ocasionalmente erm(TR),
se han descrito en otras especies de estreptococos como Streptococcus pyogenes
y estreptococos del grupo D [167].
Mutaciones cromoso´micas a nivel ribosomal en la secuencia del ARN riboso´mico
23s de las proteı´nas L4 y L22. Dichas mutaciones esta´n codificadas por los genes
rplD y rplV y aunque este mecanismo de resistencia no se encuentra frecuente-
mente en aislados de S. pneumoniae, probablemente por la existencia de varias
copias del opero´n rrn que codifica el ARN 23s ribosomal, sı´ se han descrito ca-
sos de fracaso terape´utico [168]. Los mecanismos MLSB confieren alto nivel de
resistencia a los macro´lidos, pudiendo alcanzarse CMI mayores de 256 mg/L para
la eritromicina. Se han descrito algunos aislados, con elevado nivel de resistencia
que presentaban la combinacio´n del gen erm(B) ma´s mutaciones ribosomales en
la proteı´na L4 [169].
Expulsio´n activa: mediada por bombas de eflujo, que son sistemas de transporte
ABC que se compone de dos subunidades, la subunidad transmembranal esta´ co-
dificada por los genes mef, mientras que la subunidad anclada en la parte exter-
na de la membrana celular esta´ codificada por el gen mel, tambie´n descrito como
msr(D) [170]. Las bombas de eflujo so´lo eliminan de la ce´lula macro´lidos de 14 (eri-
tromicina, claritromicina, roxitromicina y diritromicina) y 15 a´tomos (azitromicina), y
el fenotipo asociado se conoce como fenotipo M [166]. Aunque los valores de CMI
para este tipo de aislados, esta´n comprendidos, en general, entre 4-32 mg/ml (bajo
nivel de resistencia) se han descrito fracasos terape´uticos [171].
Existen tambie´n diferentes variantes de los genes mef. La primera variante descu-
bierta fue el gen mef(A) en S. pyogenes, que tambie´n se encuentra en S. pneu-
moniae y en otras especies de estreptococos. El gen mef(E) se describio´ po-
co despue´s en S. pneumoniae y en otras especies de estreptococos, pero no
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Figura 1.5: Macro´lidos con anillo lacto´nico de 16 a´tomos
en S. pyogenes. Estos dos subtipos de mef son altamente ana´logas a nivel nu-
cleotı´dico (91,6 %) por lo que se sugirio´ que se consideraran como el mismo sub-
tipo [172, 173] denomina´ndose u´nicamente como gen mef(A); sin embargo, los
diferentes elementos gene´ticos en los que se transportan ası´ como su diferen-
tes distribucio´n entre las especies de estreptococos, fundamentalmente entre S.
pneumoniae y S. pyogenes, avalan la necesidad de discriminar entre ambos subti-
pos [174, 167]. Se han descrito otros subtipos de genes mef, mucho menos comu-
nes como los genes mef(I) detectado en S. pneumoniae [175], mef(O), detectado
en S. pyogenes [176], mef(B) en estreptococos del grupo B y mef(G) en estrepto-
cocos β-hemolı´ticos del grupo G [177, 178].
En algunos trabajos realizados en neumococo se ha podido demostrar que los
genes mef y mel se cotranscriben como un sistema dual, que puede ser inducible
por eritromicina [179, 180, 181]. Adema´s se ha demostrado que el segmento de la
bomba codificada por mel puede expulsar de forma independiente macro´lidos [181,
170].
modificacio´n enzima´tica del anillo por inactivacio´n mediada por esterasas y fosfo-
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rilasas codificadas por los genes ere y mph(B) respectivamente y que confieren
resistencia a los macro´lidos de 14 a´tomos o en el caso de las esterasas y a la
espiramicina en el caso de las fosforilasas [167, 166]. A pesar de haber sido des-
crito inicialmente en microorganismos Gram negativos, tambie´n se han descritos
en algunas especies de estreptococos, como Streptococcus uberis [182].
La resistencia a los macro´lidos se observo´ por vez primera en Canada´ en 1967, pe-
ro no empezo´ a aumentar hasta la de´cada de los ochenta tras su utilizacio´n masiva de
forma empı´rica como alternativa a la resistencia a los antibio´ticos β-lacta´micos. En Es-
tados Unidos se observo´ por primera vez en 1984, siendo responsable un mecanismo
de metilacio´n, ya que el aislado tambie´n era resistente a las lincosamidas. Hasta 1987
se detectaron espora´dicamente este tipo de resistencias, y en 1989 se detecto´ el primer
aislado con sensibilidad disminuida a eritromicina por la presencia de bombas de eflujo.
Desde este momento, la resistencia a los macro´lidos fue aumentando hasta un 55,6 %
en el an˜o 2004, siendo predominantes los mecanismos de expulsio´n, ya que la resisten-
cia a la clindamicina era baja, hasta que en an˜o 2004 (ya introducida la vacuna PCV-7)
alcanzo´ valores en torno al 40 % [47].
En Espan˜a y Europa los mecanismos de resistencia mediados por metilasas han sido
predominantes frente a los mecanismos de expulsio´n. La prevalencia en Europa varı´a
segu´n zonas geogra´ficas. En los paı´ses del norte como Suecia y Dinamarca es baja
(inferior al 5 %) en los paı´ses del centro y del sur como Alemania, Be´lgica o Francia se
alcanzan valores en torno al 30 % [161].
En Espan˜a la resistencia comenzo´ a aumentar a partir del an˜o 1986 hasta el an˜o
2001 con cifras en torno al 30 %. Este aumento dra´stico estuvo influido por el uso indis-
criminado de este tipo de antibio´ticos [163]. Tras la introduccio´n de la vacunacio´n y la
implementacio´n de medidas de control y uso racional de los antimicrobianos, la resisten-
cia se redujo a un 22 % en 2008. Entre los aislados provenientes de poblacio´n pedia´trica
la disminucio´n en los niveles de resistencia ha sido significativa, mientras que entre la
poblacio´n adulta se mantiene en torno al 20 % [163].
Por u´ltimo cabe destacar la emergencia de aislados de S. pneumoniae que portan
ma´s de un mecanismo de resistencia a los macro´lidos, habitualmente los genes erm(B)
y mef(E) [158, 183].
Los mecanismos moleculares que justifican estos fenotipos parecen deberse a la trans-
ferencia de genes de resistencia a macro´lidos y a otros grupos de antibio´ticos mediante
transferencia horizontal por transposones conjugativos, que se describira´n ma´s adelante.
1.7.3. Resistencia a las tetraciclinas
Las tetraciclinas son antibio´ticos de amplio espectro, que se han empleado, sobre todo
en sus formas orales, en los paı´ses desarrollados con mucha frecuencia antes de la apa-
ricio´n de los β-lacta´micos en formulacio´n de administracio´n por vı´a oral y que se siguen
empleando habitualmente en los paı´ses en vı´as de desarrollo. Adema´s de presentar acti-
vidad tanto frente a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, presentan la ventaja
de ser relativamente baratas y no tienen efectos secundarios ni contraindicaciones, sal-
vo en el caso de la poblacio´n pedia´trica en la que se pueden producir problemas en el
esmalte dentario y en embarazadas. Se han descrito tres mecanismos principales de
resistencia a las tetraciclinas
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Bombas de eflujo: este mecanismo se produce en microorganismos tanto Gram-
positivos como Gram-negativos que presentan proteı´nas transmembranales codi-
ficadas por los genes tet(A), tet(E), tet(G), tet(H), tet(K), tet(L) y tet(P) (segu´n los
microorganismos), que intercambian una mole´cula de tetraciclina con un proto´n, se
trata por tanto, de un mecanismo de expulsio´n activa.
Modificacio´n enzima´tica del antibio´tico: so´lo descrito por el momento en bacterias
del ge´nero Bacteroides spp.
Proteccio´n ribosomal: codificado por los genes tet(M), tet(O), tet(S), tet(P) y tet(Q).
Es el mecanismo descrito en S. pneumoniae en el que se han descrito u´nicamen-
te los genes tet(M) y tet(O) que codifican para proteı´nas que presentan elevada
homologı´a con los factores de elongacio´n implicados en la sı´ntesis de proteı´nas.
El gen ma´s prevalente en S. pneumoniae es tet(M), mientras que la deteccio´n de
tet(O) es espora´dica ([184, 185]).
El primer aislado de S. pneumoniae resistente a la tetraciclina se aislo´ en Austra-
lia en 1963, en un nin˜o con meningitis. Desde entonces la resistencia se ha dispersa-
do mundialmente debido a la utizacio´n frecuente de este antibio´tico y a que los genes
tet(M) se localizan en elementos mo´viles, concretamente en transposones conjugativos.
Los transposones conjugativos implicados en la dispersio´n de este tipo de resistencias
esta´n relacionados con el transposo´n Tn916, de hecho se describe la familia Tn916, que
esta´ compuesta por transposones que derivan de e´ste ya que presentan alta homologı´a
de nucleo´tidos. Estas estructuras pueden encontrarse formando trasnposones conjuga-
tivos Tn916-like que son estructuras combinadas en las que unos transposones se intro-
ducen en la estructura de otras ma´s complejas. Adema´s de su capacidad de movilizacio´n
entre bacterias, estos transposones suelen llevar asociados genes de resistencia a otras
familias de antibio´ticos (tabla: 1.8).
Transposo´n Mecanismos de resistencia
asociados
Antibio´ticos afectados
Familia Tn916
Tn1545 erm(B), aphA’-3 MLSB, aminogluco´sidos
Tn3703 erm(B) MLSB
Tn916-like
Tn3872 erm(B) (mediado por Tn917) MLSB
Tn2009 mef(E) (mediado por MEGA) Macro´lidos
Tn3701 erm(B) (mediado por Tn3703) MLSB
Tn5252 cat cloranfenicol
Tn5253 cat (mediado por Tn5251) cloranfenicol
Tabla 1.8: Ejemplos de transposones conjugativos que portan genes de resistencia a
tetraciclinas y a otros antimicrobianos
La presencia de estas estructuras explicarı´a la frecuente asociacio´n entre la resistencia
a la eritromicina y la tetraciclina, en torno al 60 % en Estados Unidos y en torno al 80 %
en Europa [186].
En algunos estudios que han estudiado los genes tet(M) de diferentes aislados que
contenı´an diferentes transposones conjugativos, se han descrito patrones concretos (en
funcio´n de la estructura nucleo´tidica del gen) para cada tipo de transposo´n, y en algunos
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casos, estructuras en mosaico de los genes tet(M) [187].
Recientemente se ha introducido en terape´utica un derivado de tetraciclina, la tigecil-
cina. Estructuralmente se trata de una glicilciclina, y aunque entre las indicaciones no
esta´ el tratamiento de la neumonı´a adquirida en la comunidad, existen varios estudios
que avalan su empleo en funcio´n de su seguridad y eficacia ya que presenta una buena
actividad intrı´nseca frente a S. pneumoniae (CMI90 0,06 mg/L) resistente a β-lacta´micos
y macro´lidos [188].
1.7.4. Multirresistencia
La asociacio´n de resistencia a ma´s de dos grupos de antibio´ticos en S. pneumoniae es
relativamente frecuente. Lo ma´s comu´n es que se asocien resistencias a β-lacta´micos
y a macro´lidos, que, como se menciono´ anteriormente, esta´ ligada a la resistencia a la
tetraciclina. La resistencia simulta´nea a macro´lidos y β-lacta´micos comenzo´ a detectarse
con mayor frecuencia en los an˜os noventa y se ha extendido con e´xito debido a la disper-
sio´n de clones que portaban resistencia a penicilina y que habı´an adquirido resistencia
a los macro´lidos mediada por transposones conjugativos, seleccionadas por el uso de
dichos antibio´ticos [163]. En algunos estudios asocian una mayor proporcio´n de aisla-
dos clasificados por punto de corte como resistentes a penicilina a los aislados que son
adema´s resistentes a macro´lidos y tetraciclinas, mientras que los aislados clasificados
como intermedios, so´lo portarı´an resistencia a β-lacta´micos [160].
Actualmente la resistencia combinada a penicilina y a macro´lidos ha disminuido en
algunos paı´ses de Europa como Francia (32 % en 2005 a 25 % en 2008) [161].
En Espan˜a, la resistencia combinada a penicilina y macro´lidos aumento´ del 24 % en
1997 al 35 % en 2003 y tras la vacunacio´n ha ido disminuyendo progresivamente hasta
11.5 % [163]. Este hecho puede deberse al efecto de la vacunacio´n en la eliminacio´n
de los clones penicilina resistentes por eliminacio´n de los serotipos ma´s frecuentemente
asociados a esta resistencia, y a la dispersio´n de clones como el Spain9V-3 ST156, que
se ha convertido en el ma´s prevalente entre los aislados resistentes estudiados en el
periodo postvacunal [158, 189] y a la expansio´n de aislados pertenecientes al serotipo
19A.
48 Capı´tulo 1 - Introduccio´n
1.8. Elementos gene´ticos de resistencia a macro´lidos en
Streptococcus pneumoniae
Como se menciono´ anteriormente, se han descrito elevados porcentajes de resistencia
a eritromicina a nivel mundial. Este aumento de la resistencia y su mantenimiento a pesar
de la aplicacio´n de medidas como la vacunacio´n, que han derivado en la disminucio´n de
la resistencia a otros antibio´ticos por disminucio´n de serotipos que acumulaban diferentes
resistencias, o del control y uso racional de los antibio´ticos, indica que la resistencia a
este grupos de antimicrobianos adema´s de diseminarse de forma clonal, se transfiere por
mecanismos gene´ticos de transferencia horizontal, en concreto por elementos gene´ticos
de transposicio´n o transposones conjugativos.
1.8.1. Transposones que transportan los genes erm en S. pneumoniae
Existen varios transposones conjugativos que en su estructura incluyen los genes erm,
fundamentalmente el gen erm(B) y erm(TR). Se trata de estructuras que acumulan com-
plejidad, factor que aporta plasticidad al genoma de S. pneumoniae. Se ha descrito que
en los aislados en los que erm(B) se expresa de forma inducible, los elementos en los
que se transporta son ma´s conservados, mientras que en los aislados en los que dicho
gen se transcribe de forma constitutiva, las estructuras en las que se transporta presen-
tan alta variabilidad [167]. A continuacio´n se hara´ una descripcio´n de cada una de este
tipo de estructuras.
1.8.1.1. Transposones que incluyen el gen erm(B)
1.8.1.1.1. Tn917 Se secuencio´ por primera vez en los an˜os ochenta e inicialmente
fue descrito como un pla´smido no conjugativo de Enterococcus faecalis [190]. Su es-
tructura (5.614 pb) contiene cinco orı´genes de replicacio´n (open reading frame, ORF) de
los cuales, el orf2 es el gen erm(B) y los orf4 y 5 codifican para la resolvasa (tnpR) y
la transposasa (tnpA) que son enzimas imprescindibles para la transposicio´n de estos
elementos entre diferentes bacterias [167] (ver fig. 1.6).
1.8.1.1.2. Tn3872 Se trata de un transposo´n conjugativo de 23,6 kb que se compone
a partir de la insercio´n de Tn917 en el orf9 del transposo´n Tn916, concretamente a nivel
de la base 14.525 (nu´mero de acceso U09422). Por lo tanto este elemento combina la
resistencia a la eritromicina por el gen erm(B) del transposo´n Tn917 y a la tetraciclina
por el gen tetM del transposo´n Tn916 [191].
En S. pneumoniae no se ha podido demostrar la transferencia por transformacio´n de
este elemento, aunque si se ha podido demostrar su transferencia por conjugacio´n en S.
pyogenes y de Abiotrophia defectiva a E. faecalis [167].
Estas estructuras (Tn917 y Tn3872) son las estructuras que se encuentran ma´s fre-
cuentemente en los aislados de S. pneumoniae portadores del gen erm(B) en Japo´n [192]
(ver fig. 1.6).
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Figura 1.6: Trasposones conjugativos que incluyen Tn916 (modificada de la referen-
cia [167]
1.8.1.1.3. Elemento erm(B) o “insercio´n transportadora de erm(B)” Se trata de
un fragmento de 2.847 pb que contiene cinco ORFs, denominados de orfP0 a orfP4, de
los cuales el gen erm(B) es el orfP2, que se inserta en el orf20 y el orf19 de Tn916,
concretamente en la base 3.847. En funcio´n de que dicha insercio´n lleve an˜adidos otros
determinantes gene´ticos de resistencia a otros antibio´ticos, se definen diferentes com-
posiciones de elementos entre los que se incluyen las estructuras denominadas
Tn6002 Se trata de una estructura de 20.880 pb que se puede detectar tanto en S.
pneumoniae como en S. pyogenes, pero que tiene su origen en Streptococcus cristatus
(AY898750). En este transposo´n se inserta u´nicamente el elemento erm(B) en el trans-
poso´n Tn916. Se ha podido demostrar su transferencia en neumococo, pero so´lo cuando
los donantes eran S. pyogenes, no entre diferentes ce´lulas de S. pneumoniae [193]. Es-
te elemento, seguido por Tn3872, es el ma´s encontrado entre los aislados procedentes
de Italia y Espan˜a en los que la resistencia a los macro´lidos esta´ mediada por el gen
erm(B) [167] (ver fig. 1.6).
Tn6003 Es una estructura de 25.101 pb que se forma cuando sobre la secuencia de
Tn6002 se inserta un elemento de 4.225 pb conocido como MAS (macrolide-amino-
glycoside-streptothricin) a nivel del elemento erm(B), en la posicio´n 4.110 de Tn6002
entre orfP0 y orfP1. Para que se produzca esta insercio´n, es necesario que exista una
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deleccio´n de 222 pares de bases (con respecto a la secuencia de Tn916) tanto en el
lado izquierdo (upstream) del elemento erm(B), como en el lado derecho (downstream)
del elemento MAS.
El elemento MAS procede del pla´smido pRE25 de E. faecalis y contiene en su se-
cuencia de izquierda (upstream) a derecha (downstream) otro gen erm(B), sin codo´n de
terminacio´n y con su pe´ptido lı´der, un conjunto de genes que confieren resistencia a los
aminogluco´sidos y a al estreptotricina (aadE-sat4-aphA-3) con una deleccio´n de 551 pb
en aadE y un ORF homo´logo al orf47 del pla´smido pRE25. En S. pneumoniae el gene
erm(TR) es poco comu´n, pero se asociado a un transposo´n, Tn1806, que se compone
de una combinacio´n entre transposo´n y profago provenientes de S. pyogenes y que es
capaz de insertarse en el ORF homo´logo al spr0790 del aislado S. pneumoniae R6 [167].
Por tanto la dispersio´n del transposo´n Tn6003 confiere resistencia al grupo MLSB, a la
tetraciclina, a la kanamicina y a otros aminogluco´sidos con estructura quı´mica derivada
de e´sta. Este elemento no ha podido transferirse en experimentos de laboratorio entre
S. pneumoniae, pero sı´ se ha podido realizar dicho experimento entre un neumococo
donador y un enterococo receptor [193].
Cabe destacar que el elemento MAS so´lo se ha podido describir en S. pneumoniae
y que en los estudios de prevalencia de este tipo de estructuras, el transposo´n Tn6003
es el tercero ma´s prevalente, tras Tn6002 y Tn3872 [167] (ver fig. 1.6), aunque recien-
temiente se ha descrito que el transposo´n Tn6003 puede “perder” el elemento MAS me-
diante un proceso de excisio´n esponta´nea y transformarse por tanto en el transposo´n
Tn6002 [194].
1.8.1.1.4. Tn1545 Este transposo´n fue el primero que se describio´ en S. pneumoniae,
que portaba el elemento erm(B) y multirresistencia [195, 196]. Se demostro´ su capaci-
dad para ser transferido por conjugacio´n entre diferentes especies de microorganismos
Gram-positivos, pero so´lo se estudiaron regiones concretas del transposo´n por mapas
de restriccio´n. Entre las regiones que se estudiaron estaban su parte final, el elemento
erm(B) y la regio´n que incluye los genes de resistencia aadE-sat4-aphA-3 y la integrasa
(int) y la excisionasa (xis) que esta´n estructuralmente relacionadas con las de la familia
Tn916 [167].
En un estudio realizado en el an˜o 2008, se describieron dos regiones ma´s del trans-
poso´n demostrando una gran similitud entre Tn1545 y Tn6003 ya que, se ha encontrado
una estructura ana´loga (99,7 % de homologı´a a nivel nucleotı´dico) al elemento MAS de
Tn6003 (AM903082). La u´nica diferencia entre ambos transposones es la insercio´n de
un fragmento de 1.245 pb entre los ORFs orf13 y orf12, a nivel de la base 18.833 (nume-
racio´n de la secuencia de Tn6003) que codifica para la secuencia de insercio´n IS1239
(AM889142) [197] (ver fig. 1.6).
1.8.1.1.5. Tn2010 Esta estructura de 26.390 pb es el resultado de la insercio´n de una
variante del elemento MEGA (se describira´ ma´s adelante) que contiene el gen mef(E) en
la posicio´n 17.014 de Tn6002 (AB426620) [198, 199] (ver fig. 1.6).
1.8.1.1.6. Tn1116 Se trata de un transposo´n en el que la insercio´n de erm(B) se rea-
liza en la secuencia que codifica para tetM ( base 15.019) en el transposo´n Tn5397.
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El transposo´n Tn5397 pertenece a la familia de Tn916, pero se diferencia de este u´lti-
mo en que en lugar de portar los genes int y xis (integrasa y excisionasa) porta el gen
tndX que codifica para una resolvasa. Adema´s este transposo´n (Tn5397, AF333235) se
aislo´ originalmente en Clostridium difficile.
Tras la insercio´n de erm(B) en esta secuencia, toda la regio´n upstream del transposo´n
se pierde (y por tanto la resistencia a la tetraciclina) y se ha comprobado que la regio´n
situada entre erm(B) y tndX codifica para una secuencia de insercio´n descrita en entero-
coco (IS1216). A pesar de que este transposo´n (Tn1116) por el momento se ha descrito
u´nicamente en S. pyogenes, un elemento similar se ha descrito en S. pneumoniae. La
u´nica diferencia es que la expresio´n de tet(M) no esta´ truncada, y por tanto estos aislados
mantienen la resistencia a la tetraciclina [200, 201] (ver fig. 1.6).
1.8.1.1.7. Otras estructuras Se han descrito ocasionalmente otras dos estructuras
relacionadas con Tn916. Se trata de dos estructuras no mo´viles, con organizaciones que
sugieren feno´menos de recombinacio´n antigua y que no poseen tet(M), pero si portan
Tn917 y en un caso una estructura completa de MAS y en el otro una estructura incom-
pleta de MAS [193].
1.8.1.2. Transposones que incluyen el gen erm(TR)
En S. pneumoniae el gen erm(TR) es infrecuente, pero se asociado a un transposo´n,
Tn1806, que se compone de una combinacio´n entre transposo´n y profago provenientes
de S. pyogenes y que es capaz de insertarse en el ORF homo´logo al spr0790 del aislado
S. pneumoniae R6. [167].
1.8.2. Transposones que transportan los genes mef en S. pneumoniae
Como se menciono´ anteriormente, a pesar de la gran homologı´a a nivel nucleotı´dico
que presentan los genes mef, los elementos en los que se transportan son muy dife-
rentes y esto mismo justifica su determinacio´n y caracterizacio´n a nivel de subtipo. Los
principales elementos que transportan los genes mef se describen a continuacio´n.
1.8.2.1. Elementos que transportan el gen mef(A)
La primera estructura descrita que portaba el gen mef(A) era una estructura cro-
moso´mica llamada Tn1207.1 (7.244 pb) que se describio´ en neumococo. Se considera
un transposo´n defectivo ya que se encuentra truncado el extremo 5’ a nivel de su orf8. Se
compone de ocho ORFs: mef(A) y msr(D) son los orf4 y orf5 respectivamente. orf2 es un
lugar de reconocimiento para recombinacio´n entre bacterias Gram-positivas y los orf6,
orf7 y orf8 son ana´logos (50 %) a tres ORFs del transposo´n Tn5252 de neumococo. En
experimentos en el laboratorio, se ha podido demostrar la transferencia de este elemento
mediante transformacio´n [202]. Tn1207.1 se inserta en un lugar especı´fico del cromoso-
ma, en celB, que es un gen que codifica para obtener el estado de competencia. Por
ello, los neumococos que portan el transposo´n Tn1207.1 son incapaces de transformar,
lo que podrı´a explicar la baja prevalencia de este transposo´n en S. pneumoniae.
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1.8.2.2. Elementos que transportan el gen mef(E)
1.8.2.2.1. MEGA (Macrolide Efflux Genetic Assembly) Este elemento, de 5.532
pb se compone de cinco ORFs que son muy similares a los cinco u´ltimos ORFs de
Tn1207.1. mef(E), que es homolo´go a mef(A) de Tn1207.1 en un 91,6 % es el orf1 y
mel [tambie´n descrito como msr(D)] es el orf2. Los otros tres ORFs presentan alrededor
de un 50 % de analogı´a con tres ORFs del Tn5252. Entre mef(E) y mel existe una re-
gio´n interge´nica de 119 pb que contiene una secuencia Shine-Dalgarno. Se ha podido
demostrar que los genes mef(E) y mel se cotranscriben de forma conjunta.
Este elemento presenta cuatro variantes, relacionadas con los lugares de insercio´n en
el cromosoma de S. pneumoniae, las ma´s diseminadas son las variantes II y IV que pre-
sentan una deleccio´n de 99 pb en la regio´n interge´nica entre mef(E) y mel con respecto
a las variantes I y III. La variante I se estudio´ primero y es la depositada en la base de
datos GeneBank (AF274302). Este elemento ha podido transferirse entre ce´lulas de S.
pneumoniae en experimentos de laboratorio por transformacio´n [180].(Ver fig. 1.7).
Figura 1.7: Elemento MEGA
1.8.2.2.2. Derivados de MEGA Un derivado descrito en Streptococcus salivarius con
capacidad de transformarse en el laboratorio a S. pneumoniae se caracteriza por tener
una secuencia muy similar (5. 511 pb) pero que incluye un orf6 entre el orf4 y el orf5 de
MEGA [203]. Existe otra variante de este elemento, que adema´s an˜ade un orf7 upstream
de mef(E) es la variante de MEGA que se encuentra en el transposo´n Tn2009 de S.
pneumoniae que se describe a continuacio´n.
Tn2009 y Tn2010 Tn2009 (23,5 kb) es una transposo´n derivado de Tn916 que se origi-
na el insertarse el derivado de MEGA anteriormente mencionado en el orf6 (en la posi-
cio´n 14.166) de Tn916, mientras que Tn2010 (23.390 pb) se origina por la insercio´n del
mismo derivado de MEGA en la misma posicio´n de Tn916, so´lo que sobre una estruc-
tura de Tn6002. En el laboratorio, u´nicamente Tn2009 ha podido ser transformado entre
ce´lulas de S. pneumoniae [198, 199, 204].(Ver fig. 1.8).
1.8.2.3. Elementos que transportan el gen mef(I)
El gen mef(I) posee un 91,4 % de homologı´a con el gen mef(A) y un 93,6 % de ho-
mologı´a con el gen mef(E) y es transportado en una estructura en principio no mo´vil, de
30.505 pb que contiene 13 ORFs, llamado 5216IQ complex. Este elemento se compone
de fragmentos de Tn5252 y de Tn916 en su lado 5’, y en la regio´n 3’ contiene el gen
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Figura 1.8: Derivados de MEGA (modificada de la referencia [167]
mef(I) que es el orf7 y una variante a su lado del gen msr(D) que es el orf8. Los orf1 y
orf13 son dos transposasas ide´nticas y el orf12 es el gen catG que codifica para una clo-
ranfenicol acetiltransferasa que confiere resistencia al cloranfenicol [205]. En la tabla 1.9
se muestra un resumen de los elementos anteriormente descritos.
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Elemento
Resistencia a macro´lidos
Taman˜o (pb) N
o acceso
GeneBank
Resistencia
asociadaGen Fenotipo
Tn917 erm(B) iMLSB; cMLSB 5.614 M11180 -
Tn3872 erm(B) cMLSB 23.600 U09422 tet(M)
Tn6002 erm(B) cMLSB 20.880 AY898750 tet(M)
Tn6003 erm(B)a cMLSB 25.101 AM410044
tet(M), aadE,
sat4, aphA-3
Tn1545 erm(B)a cMLSB 26.300
X04388;
X05577;
X61025;
X52632;
AM889142;
AM903082
tet(M), aadE,
sat4, aphA-3
Tn2010
erm(B),
mef(E),
msr(D)
cMLSB 26.390
DQ426906;
DQ426907;
EF592165;
AB426620
tet(M)
Tn1806 erm(TR) iMLSB 56.00 EF469826 orf3, orf4, orf6b
Tn1207.1
mef(A),
msr(D) M 7.244 AF227520 -
MEGA
mef(E),
msr(D) M 5.532 AF274302 -
Tn2009
mef(E),
msr(D) M 23.500 AF376746 tet(M)
5216IQ complex
mef(I),
msr(D) M 30.505 AJ971089 catQ, tet(M)
a: doble copia del gen erm(B)
b: orf3 y orf4: resistencia a tetranosina; orf6: resistencia a espectinomicina
Tabla 1.9: Elementos gene´ticos de transferencia relacionados con la resistencia a los
macro´lidos en S. pneumoniae
Objetivos
“La formulacio´n de un problema,
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2 Objetivos
Streptococcus pneumoniae constituye un pato´geno relevante en la patologı´a infeccio-
sa. Asimismo, es paradigma en el estudio de la evolucio´n de la resistencia a los anti-
microbianos y en el estudio de la estructura poblacional en los que la utilizacio´n de los
antimicrobianos y la implantacio´n de polı´ticas de vacunacio´n han determinado modifica-
ciones relevantes en los u´ltimos an˜os. El presente trabajo esta´ encaminado a analizar
la relacio´n entre resistencia y clonalidad en S. pneumoniae, utilizando como modelo y
ejes principales la resistencia a los macro´lidos, el ana´lisis de la estructura poblacional
mediante las te´cnicas de MLST y repPCR asi como de las estructuras gene´ticas que
vehiculizan los genes de resistencia a los macro´lidos. Los objetivos del presente trabajo
han sido:
1. Determinar la resistencia a los macro´lidos entre los aislados de S. pneumoniae
de origen no invasivo y de hemocultivos, obtenidos en dos periodos de tiempo
diferentes (coleccio´n prevacunal recogida entre 1999 y 2003 y coleccio´n obtenida
en la e´poca en que la vacuna conjugada heptavalente estaba implantada, entre los
an˜os 2000 y 2007).
2. Determinar las resistencias asociadas a otros antibio´ticos entre los aislados de S.
pneumoniae resistentes a los macro´lidos.
3. Describir los genes y fenotipos de resistencia asociados a los macro´lidos ası´ como
a la tetraciclina entre los aislados seleccionados.
4. Determinar la estructura poblacional de los aislados de S. pneumoniae con ampli-
ficacio´n positiva para los genes mef mediante diferentes tecnicas de tipado.
5. Evaluar la aplicacion del sistema semiautomatico DiversiLab R© para el tipado de
aislados de S. pneumoniae resistentes a los macrolidos.
6. Emplear diferentes ı´ndices matema´ticos para medir la diversidad gene´tica y la dis-
tribucio´n de esta en los aislados de S. pneumoniae resistentes a los macrolidos.
7. Determinar la presencia de elementos derivados de Tn916 en los aislados de
S.pneumoniae resistentes a los macro´lidos.
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“Todo el me´todo consiste en el orden
y disposicio´n de aquellas cosas hacia
las cuales es preciso dirigir
la agudeza de la mente
para descubrir alguna verdad”
Descartes
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3 Material y me´todos
3.1. Microorganismos estudiados
Los aislados de S. pneumoniae seleccionados para este estudio fueron recogidos de
muestras clı´nicas procedentes de dos colecciones obtenidas durante diferentes perı´odos
de tiempo y con orı´genes clı´nicos diferentes.
3.1.1. Aislados prevacunales
Esta coleccio´n comprende 712 aislados de S. pneumoniae procedentes de diferentes
muestras clı´nicas entre las que se encontraban esputos (n=21), exudados conjuntivales
(n=7), nasales (n=4), o´ticos (n=4), hemocultivos (n=2), lavados broncoalveolares (n=2),
broncoaspirados y aspirados traqueales (n=1 respectivamente), puntas de cate´ter (n=1)
y lı´quidos pleurales (n=1) recogidos entre los an˜os 1999 y 2003 en 13 hospitales de
diferentes Comunidades Auto´nomas entre las que se encontraban Madrid, Catalun˜a, Ba-
leares, Castilla y Leo´n, Comunidad Valenciana, Galicia, Andalucı´a, Murcia, Asturias y
Arago´n.
El periodo de recogida de aislados es previo a la introduccio´n y utilizacio´n formal de
la vacuna conjugada heptavalente en Espan˜a. Esta coleccio´n es parte de un estudio de
vigilancia epidemiolo´gico realizado en nuestro laboratorio con los objetivos de conocer
la prevalencia de la resistencia en S. pneumoniae y los mecanismos de resistencia im-
plicados [206]. De esta coleccio´n, 244 aislados fueron resistentes a la eritromicina. En
el presente estudio se seleccionaron especı´ficamente todos los aislados resistentes a la
eritromicina que presentaban el gen mef (n=45) para la caracterizacio´n de los genes de
resistencia a macro´lidos, el estudio del entorno gene´tico de los genes responsables y el
ana´lisis pormenorizado de su estructura poblacional.
3.1.2. Aislados invasivos
Esta segunda coleccio´n comprende 416 aislados (un aislado por paciente) de S. pneu-
moniae obtenidos de los hemocultivos procesados en el Servicio de Microbiologı´a del
Hospital Universitario Ramo´n y Cajal entre los an˜os 2000 y 2007. De esta coleccio´n se
seleccionaron especı´ficamente todos los aislados resistentes a la eritromicina (n=78) pa-
ra la caracterizacio´n de los genes de resistencia a macro´lidos, el estudio del entorno
gene´tico de los genes responsables y el ana´lisis pormenorizado de su estructura pobla-
cional.
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3.2. Estudio de sensibilidad
El estudio de sensibilidad se realizo´ utilizando diferentes me´todos que incluı´an la difu-
sio´n con discos, la microdilucio´n y la te´cnica de Etest.
3.2.1. Difuio´n con discos
Mediante la te´cnica de difusio´n con disco segu´n las especificaciones del CLSI (Clinical
Laboratory Standars Institute) [207] se estudio´ la sensibilidad a eritromicina (30µg), clin-
damicina (2µg) y tetraciclina (30µg). Para ello se utilizaron placas de agar Mueller-Hinton
suplementadas con 5 % de sangre de carnero que se inocularon utilizando una torunda
impregnada en una suspensio´n de ce´lulas de S. pneumoniae de turbidez equivalente a
0,5 de la escala de McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml). Las placas se incubaron
18 horas a 35oC en atmo´sfera de aerobiosis.
Como aislados control y para obtener resultados comparativos, se emplearon las ce-
pas de referencia procedentes de la coleccio´n American Type Culture Collection (ATCC),
S. pneumoniae ATCC 49619 (con criterio de interpretacio´n “intermedio” para la penici-
lina) y S. pneumoniae ATCC 6303 (con criterio de interpretacio´n “sensible” para la pe-
nicilina), ambas sensibles frente a la eritromicina. La interpretacio´n de la lectura de los
halos de inhibicio´n en mm se realizo´ mediante los criterios del CLSI publicados en el an˜o
2007 [208].
3.2.2. Microdilucio´n
Se determino´ la concentracio´n mı´nima inhibitoria (CMI) mediante la te´cnica de micro-
dilucio´n en caldo empleando medio Mueller-Hinton suplementado con cationes y un 5 %
de sangre lisada de caballo, en una proporcio´n del 2 al 5 % volumen/volumen segu´n el
me´todo descrito por el CLSI y empleando los paneles comerciales del sistema Wider
especı´ficamente disen˜ados para S. pneumoniae. (Fco. Soria Melguizo, Madrid, Espan˜a).
Los antibio´ticos estudiados y las concentraciones empleadas se exponen en la ta-
bla 3.1. La incubacio´n se realizo´ a 35oC en atmo´sfera aerobia durante 18 horas.
Como aislados control y para obtener resultados comparativos, se emplearon las ce-
pas mencionadas en el apartado 3.2.1. Para la interpretacio´n de las CMI se emplearon
los criterios establecidos por el CLSI publicados en el an˜o 2007 [208].
Se selecciono´ un subgrupo de aislados que presentaron amplificacio´n positiva a am-
bos determinantes gene´ticos de resistencia erm(B) y mef(E) para analizar la CMI alcan-
zada frente a la eritromicina. Para ello, se realizo´ microdilucio´n en caldo utilizando placas
de 96 (12x8) pocillos, segu´n la te´cnica descrita por el CLSI. Se evaluaron doce con-
centraciones de eritromicina A (rango 4-8192 mg/L) utilizando cada fila de la placa para
un aislado y dejando las dos u´ltimas filas de cada placa para el aislado control (ATCC
49619) y el control negativo de crecimiento (sin ino´culo bacteriano). El antibio´tico em-
pleado (eritromicina A) se suministro´ por Sigma como sustancia valorada de potencia
conocida.
El ino´culo bacteriano se preparo´ a partir de una suspensio´n en suero salino de ce´lulas
de S. pneumoniae obtenidas a partir de una placa de agar sangre con un crecimiento de
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Antibio´tico Rango de concentracio´n (µg/ml)
Penicilina 0,03-4
Ampicilina 0,06-4
Amoxicilina/a´c. clavula´nico 0,5/0,25-4/2
Cefuroxima 0,12-8
Cefotaxima 0,03-4
Meropenem 0,12-4
Vancomicina 0,25-2
Teicoplanina 0,25-2
Eritromicina 0,25-1
Claritromicina 0,25-16
Clindamicina 0,12-1
Tetraciclina 0,25-4
Ciprofloxacino 0,06-4
Levofloxacino 0,25-8
Cotrimoxazol 0,5/9,5-2/38
Cloranfenicol 2-4
Rifampicina 0,5-2
Tabla 3.1: Antibio´ticos y rango de concentraciones empleados en el estudio de sensi-
bilidad mediante microdilucio´n (paneles Wider, Fco. Soria Melguizo, Madrid,
Espan˜a)
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18h, con una turbidez equivalente a 0,5 en la escala de McFarland (equivalente a 1,5 x
108 UFC/ml).
El volumen final de cada pocillo fue de 100 µl correspondiente al caldo de medio
Mueller-Hinton suplementado con cationes y un 5 % de sangre lisada de caballo, en una
proporcio´n del 2 al 5 % volumen/volumen, con la concentracio´n de antimicrobiano (50 µl
) y a la suspensio´n bacteriana (50 µl). Las placas se prepararon utilizando una pipeta
multicanal, an˜adiendo 50 µl de caldo sin antibio´tico a los pocillos de las columnas 2-12 y
100 µl de la concentracio´n ma´s elevada de eritromicina A (8192 mg/L) a la columna 1. Se
realizaron diluciones seriadas de 50 µl de las columnas 1 a 12. Finalmente se an˜adieron
50 µl de suspensio´n bacteriana, empleando de las filas 1-6 para diferentes aislados y la
fila 7 para el aislado control. No se an˜adio´ suspensio´n bacteriana a la fila 8, de forma
que se empleo´ como control negativo de crecimiento. Las placas se incubaron apilando
como ma´ximo cuatro placas, a 35oC en atmo´sfera aerobia durante 18 horas.
3.2.3. Determinacio´n de la CMI mediante Etest
Se determino´ la CMI para eritromicina y clindamicina mediante la te´cnica de Etest
(BioMerieux) en los aislados para los se obtuvieron resultados controvertidos mediante
otras te´cnicas o con resultados discordantes entre ellas Como aislados control y para
obtener resultados comparativos, se emplearon las cepas de referencia mencionadas en
el apartado 3.2.1 Para la interpretacio´n de los valores de CMI se emplearon los criterios
establecidos por el CLSI publicados en el an˜o 2007 [208].
3.3. Determinacio´n de los fenotipos de resistencia a
macro´lidos
El fenotipo de resistencia asociado a los macro´lidos, lincosamidas y estreptogramina B
(MLSB) se determino´ mediante la prueba de triple difusio´n con discos por aproximacio´n
empleando discos de eritromicina (30µg), clindamicina (10µg) y espiramicina (30µg). Las
placas de agar Mueller-Hinton suplementadas con 5 % de sangre de carnero se inocu-
laron con una torunda impregnada en una suspensio´n en suero salino de ce´lulas de S.
pneumoniae de turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFarland obtenida a partir de
una placa con crecimiento de 18h. Los discos anteriormente mencionados se dispusie-
ron sobre la placa en lı´nea, separados entre 15 y 20mm y ocupando la posicio´n central
el disco de eritromicina. Las placas se incubaron 18 horas a 35oC en atmo´sfera de ae-
robiosis. La ausencia de halos de inhibicio´n alrededor de los discos de eritromicina y
clindamicina, y la leve disminucio´n de dicho halo alrededor del disco de espiramicina, se
interpreto´ como fenotipo de resistencia MLSB constitutivo. La ausencia de halo de inhibi-
cio´n alrededor del disco de eritromicina y con una disminucio´n del halo de inhibicio´n de
la clindamicina en la zona adyacente a la eritromicina se interpreto´ como fenotipo MLSB
inducible. Con la espiramicina, macro´lido de diecise´is a´tomos, este efecto es menos evi-
dente o incluso ausente.
La ausencia de halo de inhibicio´n alrededor del disco de eritromicina y presencia de
e´ste alrededor de los discos de espiramicina y clindamicina se interpreto´ como fenotipo
de resistencia M [206].
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3.4. Me´todos moleculares
3.4.1. Extraccio´n de ADN geno´mico
Se realizo´ extraccio´n de ADN geno´mico total de todos los aislados de S. pneumo-
niae resistentes e intermedios a eritromicina (CMI ≥0,5 µg/ml), ası´ como de los aislados
utilizados como controles de las reacciones de amplificacio´n.
3.4.1.1. Hervido o boiling
Se prepara una suspensio´n densa de cultivo tras incubacio´n de 18-24h en placas de
agar sangre, en 300 µl de agua este´ril y se hierve a 100oC durante 15 minutos. Para
separar el material geno´mico de los productos restantes se centrifuga a 12.000 revo-
luciones por minuto (rpm) durante 5 minutos. El sobrenadante, en el que se encuentra
suspendido el ADN, se recoge y conserva a 4oC para ser empleado en las amplificacio-
nes.
3.4.1.2. Elucio´n en columna
Se extrae el material geno´mico mediante purificacio´n por columnas de sı´lice, utilizando
un tratamiento previo con una solucio´n de lı´sis siguiendo las indicaciones de la casa co-
mercial, mediante el sistema QI Aamp DNA miniKit de Quiagen (Quiagen GmbH, Hilden,
Alemania).
3.4.2. Controles de amplificacio´n
3.4.2.1. Controles positivos
Los aislados empleados como controles positivos se resumen en la tabla 3.2.
Como control positivo de la amplificacio´n del gen tetM se utilizo´ un aislado de S. pneu-
moniae procedente de la coleccio´n prevacunal (aislado 44), cuya amplificacio´n para este
gen fue positiva. Dicho amplico´n se comprobo´ mediante secuenciacio´n con los cebado-
res utilizados para la amplificacio´n y la secuencia se comparo´ con la depositada en la
base de datos GeneBank (AF376746) mediante el programa ClustalX siendo la homo-
logı´a entre ambas del 100 %
3.4.2.2. Controles negativos
Como controles negativos de amplificacio´n de genes de la presencia de genes de
resistencia a macro´lidos se emplearon los aislados R6 y el ATTC 6303 de S. pneumoniae
ambos sensibles a macro´lidos.
66 Capı´tulo 3 - Material y me´todos
Gen/Elemento Aislado
erm
erm(B) Streptococcus pyogenes AC1a
erm(A) S. pyogenes S211a
mef
mef(A) S. pneumoniae SPnMAa
mef(E) S. pneumoniae SPnMEa
msr(D) S. pneumoniae SPnMEa
tetM S. pneumoniae aislado 44 coleccio´n prevacunal
Tn6002
S. pneumoniae An1b
S. pneumoniae Rm11b
Tn6003
S. pneumoniae Ar4b
S. pneumoniae Fi6b
a: Cedidos amablemente por la Dra. Stefani, Universidad de Catania.
b: Cedidos amablemente por el Dr. Varaldo, Universidad Polite´cnica de Las Marcas,
Ancona
Tabla 3.2: Aislados empleados como controles positivos en la deteccio´n de diferentes
genes y elementos gene´ticos de resistencia
3.4.3. Amplificacio´n de ADN
La amplificacio´n de ADN se realizo´ mediante reaccio´n en cadena de la polimerasa o
PCR. Las reacciones se realizaron en un termociclador MJ Research PTC-100 (Global
Medical Instrumentation Inc. Minn. EE.UU). Las condiciones de reaccio´n fueron diferen-
tes en funcio´n del taman˜o de producto a amplificar.
3.4.3.1. Productos de amplificacio´n menores de 3Kb
La composicio´n de la mezcla de amplificacio´n (master mix) con un volumen final de
20µl fue: 5 mM Tris-HCl, 50 mM KCl (pH 8.0), 2 mM MgCl2, 100 µM de cada desoxinu-
cleo´tido, 2 pmol de cada cebador (directo y reverso), 0,5-1,5U de la polimerasa emplea-
da, y 1 µl de DNA geno´mico extraido. Las polimerasas empleadas fueron:
TaKaRa Taq TM , 0,5 UI (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japo´n) que es una enzima de baja
fidelidad, empleada en reacciones que no necesiten alta especificidad.
AmpliTaq Gold 1, 5 UI (Applied Biosystems, Norwalk, Conn. EE.UU) que es una
enzima de alta fidelidad, altamente especı´fica debido al requerimiento de altas tem-
peraturas para su activacio´n, que evita la formacio´n de productos inespecı´ficos.
Las condiciones de amplificacio´n para cada gen se describen en la seccio´n 3.7.
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3.4.3.2. Productos de amplificacio´n mayores de 3Kb
La composicio´n de la mezcla de amplificacio´n (master mix) con un volumen final de
25µl fue: 20mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM KCl, 25mM MgCl2 ,400 µM de cada nucleo´tido,
100µM de cada cebador (directo y reverso), 5 U de la polimerasa TaKaRa LA TaqTM
(Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1µl de DNA geno´mico. La polimerasa TaKaRa LA TaqTM
es una polimerasa de alta fidelidad y eficiencia que permite amplificar fragmentos de ADN
de hasta 15Kb de forma especı´fica. Las condiciones de amplificacio´n para cada reaccio´n
se describen en el apartado 3.7.
3.4.4. Deteccio´n de productos
La deteccio´n de los productos amplificados se realizo´ mediante electroforesis en co-
rriente continu´a. La aplicacio´n de un campo ele´ctrico en corriente continu´a permite sepa-
rar fragmentos de ADN con un taman˜o comprendido entre 10pb y 50kb, que se separan
en la matriz de los geles de agarosa segu´n su peso molecular. La resolucio´n de la te´cnica
es o´ptima para fragmentos entre 10pb y 20kb. La te´cnica se compone de una serie de
pasos:
Preparacio´n de los geles de agarosa: Se utilizo´ una agarosa de baja electro-
endo´smosis para permitir una mayor movilidad, en este trabajo se empleo´ la aga-
rosa D-1 Low EEO (Pronadisa, Madrid, Espan˜a) disuelta en tampo´n TBE 0,5x
a concentraciones 0,8 % peso/volumen para separar fragmentos de amplificacio´n
comprendidos entre 1Kb y 10Kb y 2 % peso/volumen para separar fragmentos de
amplificacio´n comprendidos entre 100pb y 1Kb.
Electroforesis: Se cargaron entre 2-4 µl de producto de amplificacio´n en los poci-
llos de la agarosa mezclados con 5 µl de tampo´n de carga para la visualizacio´n de
la electroforesis. La separacio´n de los fragmentos ser realizo´ en TBE 0,5x, en una
cubeta horizontal a 100V durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y una
hora en funcio´n del taman˜o de los fragmentos a visualizar.
Los taman˜os del ADN separado se determinaron por comparacio´n con los marca-
dores de peso molecular III (0,12-21,2 Kb), V (8-5,8pb) (Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany), λ-Eco14 I/Bgl II digest (60-2. 392 pb) (TaKaRa Bio Inc. Shi-
ga, Japo´n) y 100pb DNA ladder (100-1.500 pb) (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japo´n).
Visualizacio´n de los productos: Para la visualizacio´n de los productos separados
mediante electroforesis se empleo´ la tincio´n de los geles de agarosa con bromuro
de etidio a una concentracio´n final de 0,2 µg/ml. El ADN se puede visualizar tras
exposicio´n con luz ultra violeta ya que el bromuro de etidio se intercala entre las ba-
ses nitrogenadas de la hebra de ADN. Para ello, los geles de agarosa se preparan
incluyendo en la disolucio´n el volumen de bromuro de etidio indicado para alcanzar
la concentracio´n antes mencionada. La visualizacio´n se realizo´ en un transilumi-
nador de luz ultra-violeta y se fotografiaron con el equipo Gel Logic 100 Imaging
System (Carestream Health, Inc. Rochester, NY, EE. UU.).
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3.4.5. Purificacio´n y secuenciacio´n
Los productos de PCR obtenidos se purificaron mediante columna de sı´lice empleando
el sistema QIAquick PCR purification kit (Quiagen GmbH, Hilden, Alemania) o mediante
reaccio´n enzima´tica empleando el sistema ExoSAP-IT R© purification kit (USB Corp. Cle-
veland, OH, EE.UU). La secuenciacio´n de los productos de intere´s se llevo´ a acabo en
el secuenciador automa´tico ABI Prism 377 (PE, Norwalk, Conn. EE.UU).
3.5. Estructura poblacional
En el estudio de la estructura poblacional se emplearon diferentes te´cnicas entre las
que se incluye el serotipado, la electroforesis en campo pulsado y la secuenciacio´n de
alelos mu´ltiples (multilocus sequence typing, MLST).
3.5.1. Serotipado
Esta te´cnica se basa en la observacio´n de la reaccio´n de Quellung, que consiste en
clasificar los aislados de S. pneumoniae en funcio´n de la aglutinacio´n de los polisaca´ridos
capsulares frente a antisueros especı´ficos. La te´cnica se realizo´ tanto en el Laboratorio
de Referencia de Neumococo perteneciente al Centro Nacional de Microbiologı´a en el
Instituto de Salud Carlos III en Majadahonda, Madrid, como en el Centro de Referencia
Nacional de Estreptococos en Aquisgra´n, Alemania. Los criterios utilizados que definen
los conceptos de serotipo y serogrupo en S. pnemoniae son los internacionalmente acep-
tados
Serotipo: tipo de antı´geno que se encuentra en la ca´psula de S. pneumoniae.
Serogrupo: estructura antı´genica que se comparte dentro de un grupo capsular.
Como ejemplo, hablamos del serogrupo 19 que incluye los serotipos 19A y 19F.
A continuacio´n se describe brevemente el protocolo seguido en el Centro de Referen-
cia Nacional de Estreptococos en Aquisgra´n: Se realiza una suspensio´n densa de ce´lulas
de S. pneumoniae en 300 µl de suero salino al 0,9 % y se depositan 5-8 µl de e´sta sobre
un portaobjetos; se an˜aden 5-8 µl de antisuero y se mezclan. Se coloca un cubreobje-
tos sobre la preparacio´n y se observa la reaccio´n de Quellung con el objetivo 100x y
aceite de inmersio´n. Si se observa floculacio´n de las ce´lulas se considera reaccio´n de
aglutinacio´n positiva. Para seleccionar los antisueros a emplear, se siguio´ el esquema
en las aglutinaciones empleado en el Centro Nacional de Estreptococos alema´n, cedido
amablemente por el Dr. van der Linden (tab: 3.3).
Se realiza una primera aglutinacio´n frente a sueros de los grupos principales y en
funcio´n del grupo frente al que se observe una reaccio´n positiva se seleccionan los anti-
sueros a emplear para definir el serogrupo(tab: 3.3).
Con posterioridad, una vez descrito el serogrupo, se seleccionan los antisueros para
la descripcio´n del serotipo, siguiendo el esquema que se describe en la pa´gina web del
Statens serum institut (http://www.ssi.dk).
Como control positivo de aglutinacio´n se emplea un suero universal conocido como
“Omnisera”. En caso de no aglutinar frente a ningu´n suero de los grupos principales
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Grupos Principales R P Q S T Omnisera
Serogrupos
3 1 6 5 2
4 7 1 8 11
9 14 8 10 2
1 19 2 15 0
2 3 17 2
2
3
3
Tabla 3.3: Esquema seguido para la serotipificacio´n
pero con aglutinacio´n frente al “Omnisera”, deben utilizarse antisueros de grupos menos
frecuentes como los grupos I, C, D, E, F, G y H. (Statens Serum Institut, Copenague,
Dinamarca).
3.5.2. Electrofofresis en Campo Pulsado (PFGE)
La te´cnica de electroforesis en gel por campo pulsado se realizo´ inicialmente siguiendo
el me´todo descrito por McGee et al [142]. Sin embargo los resultados obtenidos mediante
la digestio´n con SmaI endonucleasa no permitieron el ana´lisis informa´tico de los geles
debido a que el lugar de reconocimiento de dicha enzima se encuentra en la secuencia
de los genes mef. Por tanto se modifico´ el protocolo descrito por McGee et al [142] y se
selecciono´ como enzima de digestio´n un esquizomero de la endonucleasa SmaI llamado
cfr9I (Fermentans GmbH, Alemania) en las mismas proporciones [132, 133]. El protocolo
final se describe a continuacio´n: Se realizo´ una extraccio´n de ADN in situ: se inoculo´ una
colonia de cultivo fresco en 10 mL de un medio de enriquecimiento (Brain Heart Infision,
BHI) (Oxoid Ltd, Basingstoke, R.U.) y se dejo´ incubar durante 4-6h para evitar la autolı´sis
del cultivo. Se centrifugaron los 10 mL de cultivo a 12.000 rpm durante 10 minutos y el
sedimento se resuspendio´ en 100 microl de tampo´n TN (Tris-HCl, Tris base 10mM, NaCl
150mM a pH 8,0). Dicha solucio´n se mezclo´ con 100 µL de agarosa D5 (Pronadisa,
Madrid, Espan˜a) fundida en tampo´n Tris Borato EDTA (TBE) 0,5x (44,5 mM Tris base,
44,5 mM a´cido bo´rico y 1mM EDTA a pH 8,0), con lo que se obtuvieron los bloques de
agarosa. Dichos bloques se sometiron a una lı´sis y desproteinizacio´n celular empleando
una solucio´n de Sarcosil al 1 % y de proteinasa K 50 µg/ml que se completo´ hasta un
volumen de 1ml con EDTA 0,5mM a pH 9,5. Los bloques se incubaron con esta solucio´n
durante 24h, a 56oC sin agitacio´n.
Tras la lisis y desproteinizacio´n se realizaron tres lavados de los bloques a 56oC y dos
a temperatura ambiente con tampo´n Tris- Clorhı´drico-EDTA (TE) (10mM Tris-HCl pH 8,0;
0,1 mM EDTA pH8,0) durante 15 minutos cada uno.
Finalmente se procedio´ a la digestio´n del ADN extraı´do en el bloque de agarosa
an˜adiendo 2µl (2 Unidades Internacionales) de la enzima cfr9I (Fermentans GmbH, Ale-
mania).
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La separacio´n de los fragmentos de ADN se realizo´ en un gel preparado con la misma
agarosa que la empleada para hacer los bloques y con el mismo tampo´n (TBE 0,5x) al
1 % peso/volumen, a 14oC y 6V/cm2 de corriente alterna en un sistema CHEF-DRIII (Bio-
Rad, La Jolla, CA, EE.UU). La electroforesis se realizo´ en dos rampas bajo las siguientes
condiciones: rampa 1, un pulso de 1 a 30 segundos durante 17 horas y rampa 2, un pulso
de 5 a 9 segundos durante 6 horas.
Los marcadores de peso molecular empleados fueron: Lambda Ladder PFG Marker
(48,5-1018,5 Kb) y Low Range PFG Marker (0,13-194 Kb) (New England Biolabs Inc.
Ipswich, MA, EE.UU).
La interpretacio´n de los patrones de bandas obtenidos y ana´lisis de los clones se
realizo´ siguiendo la nomenclatura propuesta por la red de epidemiologı´a molecular de
neumococo (PMEN) descrita por McGee et al. en el an˜o 2001.
3.5.3. Secuencia de alelos mu´ltiples (multi locus sequence typing, MLST)
La te´cnica de multi locus sequence typing se realizo´ segu´n el protocolo descrito por
Enright et al. [141] y recogido en la pa´gina web http://spneumoniae.mlst.net/. Breve-
mente el protocolo incluye la amplificacio´n y secuenciacio´n de fragmentos intrage´nicos
de los siete genes constitutivos de la bacteria o housekeeping mediante el empleo de
los cebadores propuestos por Enright et al. Los genes constitutivos y los cebadores se
resumen en la tabla 3.4.
Gen Cebador
aroE aroE-up, 5’-GCC TTT GAG GCG ACA GC-3’
(shikimato deshidrogensa) aroE-dn, 5’-TGC AGT TCA (G/A)AA ACA T(A/T)T TCT AA-3’
gdh gdh-up, 5’-ATG GAC AAA CCA GC(G/A/T/C) AG(C/T) TT-3’
(glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) gdh-dn, 5’-GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/A/T/C) CC-3’
gki gki-up, 5’-GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC-3’
(glucosa kinasa) gki-dn, 5’-TCT CCC GCA GCT GAC AC-3’
recP recP-up, 5’-GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG-3’
(transketolasa) recP-dn, 5’- TGC AAC CGT AGC ATT GTA AC-3’
spi spi-up, 5’-TTA TTC CTC CTG ATT CTG TC-3’
(peptidasa sen˜al I) spi-dn, 5’-GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA-3’
xpt xpt-up, 5’-TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT-3’
(xantina fosforibosil transferasa) xpt-dn, 5’-AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC-3’
ddl ddl-up, 5’-TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG-3’
(D-alanina-D-alanina ligasa) ddl-dn, 5’-CAC TGG GT(G/A) AAA CC(A/T) GGC AT-3’
Tabla 3.4: Genes constitutivos y cebadores de la te´cnica MLST
La amplificacio´n se realizo´ con las condiciones descritas en el apartado 3.4.3 em-
pleando la enzima TaKaRa Taq TM , 0,5 UI (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japo´n), con una
temperatura de hibridacio´n de 50oC durante 30 segundos. La purificacio´n y secuencia-
cio´n se realizaron segu´n la te´cnica descrita en el apartado 3.4.5, y para la asignacio´n de
alelo y descripcio´n de perfil ale´lico y secuencia tipo (ST) se empleo´ la aplicacio´n de la
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pa´gina web http://spneumoniae.mlst.net/.
Descripcio´n de nuevas secuencias tipo: A peticio´n del supervisor que valora la
aparicio´n de nuevas secuencias tipo, se disen˜o´ un cebador reverso nuevo (aroEdn-
long) para la amplificacio´n de un amplico´n de mayor taman˜o del gen aroE:
aroEdnlong:5’-CCT GAC TTC TAG CCC ATT T-3’
Las condiciones de reaccio´n fueron las descritas para la te´cnica inicial con la u´nica
diferencia de la temperatura de hibridacio´n, que se realizo´ a 54oC. Con este nuevo
cebador el taman˜o del amplico´n es de 492pb.
La clasificacio´n de las STs obtenidas y agrupamiento en complejos clonales o clones
individuales se realizo´ mediante el algoritmo eBURST, versio´n V3, disponible en http:
//eburst.mlst.net [209, 210]. La representacio´n de los resultados obtenidos mediante
este algoritmo por MST Minimum Spanning Tree se llevo a cabo mediante el empleo de
la herramienta informa´tica PHYLOViZ [211].
3.6. REP-PCR (Diversilab R©)
Se basa en la amplificacio´n de secuencias de ADN que se encuentran flanqueadas
por secuencias repetitivas a lo largo del genoma y palindro´micas (elementos REP), zo-
nas de unio´n de los cebadores. Ası´, el nu´mero de productos obtenidos es proporcional al
nu´mero de elementos REP y por tanto, caracterı´sticos de cada especie, mientras que el
taman˜o de estos productos es caracterı´stico de cada aislado y sirve para establecer rela-
ciones filogene´ticas. Esta te´cnica se realizo´ mediante la aplicacio´n del sistema comercial
semiautoma´tico Diversilab R© (BioMe`rieux), para lo cual se siguieron las instrucciones del
fabricante
3.6.1. Extraccio´n de ADN
Se utilizo´ un sistema de extraccio´n en columna mediante el equipo comercial Ultra
Clean (Mo Bio, Bacterial Barcodes) siendo necesario obtener extracciones de ADN con
cantidades comprendidas entre 25 y 50 µg. La medicio´n de la cantidad de ADN obtenida
tras la extraccio´n se realizo´ mediante el espectrofoto´metro NanoDrop ND-1000 (Nano-
Drop Technologies, Inc. Wilmington, EEUU)
3.6.2. Amplificacio´n
Se utilizo´ el kit comercial Streptococcus DiversiLab R© fingerprinting (BioMe`rieux) que
incluye los cebadores, el tampo´n de amplificacio´n y una solucio´n de cloruro de magnesio,
todo ello en cantidades ajustadas para la reaccio´n. Como polimerasa se utilizo´ la enzima
AmpliTaq DNA Polymerase with Gene Amp (Applied Biosystems, Foster City, CA) Las
condiciones de la amplificacio´n fueron: desnaturalizacio´n inicial a 94oC durante dos mi-
nutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacio´n a 94oC durante 30 seg, hibridacio´n a
50oC durante 30 seg y extensio´n a 70oC durante 90 seg para concluir con una extensio´n
final a 70oC durante 3 minutos.
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3.6.3. Deteccio´n de producto
Los diferentes fragmentos de ADN se separaron en un chip de deteccio´n de ADN por
microfluidos y se detectaron mediante el sistema Agilent 2100 BioAnalyzer.
3.6.4. Ana´lisis de resultados
El ana´lisis se realizo´ en funcio´n de los resultados obtenidos mediante eBURST. Para
el agrupamiento de los aislados se identificaron los patrones de geles virtuales aplican-
do la herramienta de ana´lisis proporcionada por la el sistema Diversilab R©, el software
DiversiLab R© v3.1. Esta herramienta de ana´lisis proporciona tres opciones para calcular
los porcentajes de similitud entre las diferentes muestras, los me´todos disponibles son el
coeficiente de correlacio´n de Pearson (PC), el coeficiente de correlacio´n modificado de
Kullback-Leibler (KL) y el coeficiente de correlacio´n Extended Jaccard (XJ). Todos estos
me´todos se basan para calcular la similitud en las intensidades de los geles virtuales de
cada muestra, y se diferencian entre sı´ la mayor o menor importancia que se atribuye en
el ana´lisis a la presencia o ausencia de picos y a la intensidad de los mismos. Ası´, con la
aplicacio´n del coeficiente de correlacio´n de Pearson (PC), se le da ma´s importancia en
el ana´lisis de las muestras a la intensidad de los picos. Esta´ indicado realizar este tipo de
ana´lisis cuando hay diferencias importantes en la cantidad y posicio´n de los picos ma´s
intensos. Es el me´todo a elegir cuando existen varios patrones de gel virtual diferentes
a simple vista y queremos agrupar los aislados. Se utiliza especialmente en muestras
que provienen de microorganismos Gram negativos. Con la aplicacio´n de los coeficien-
tes modificado de Kullback-Leibler (KL) y el coeficiente de correlacio´n Extended Jaccard
(XJ) se da ma´s importancia en el ana´lisis a la presencia o ausencia de picos en la ima-
gen de gel virtual. En concreto es ma´s sensible, ya que aprecia ma´s diferencias incluso
en picos pequen˜os el coeficiente Extended Jaccard (XJ) en geles virtuales en los que los
patrones son muy parecidos entre sı´. Cualquiera de estos dos me´todos es de aplicacio´n
en muestras en las que hay so´lo uno o dos picos intensos y las diferencias se encuentran
en los picos pequen˜os, patrones que suelen encontrarse en los microorganismos Gram
positivos.
El ana´lisis de las muestras de S. pneumoniae se realizo´ empleando dos ı´ndices de co-
rrelacio´n, el de Pearson (PC) y el Extended Jaccard (XJ). Al igual que para el ana´lisis de
otros me´todos de tipado molecular, para la interpretacio´n de los patrones de bandas en
los geles virtuales, y de los porcentajes de correlacio´n obtenidos mediante la aplicacio´n
de los diferentes ı´ndices, se establecen los siguientes criterios:
Dos aislados se consideran indistinguibles cuando el ı´ndice de correlacio´n se en-
cuentra alrededor del 97 % y no se observan diferencias en la imagen de gel virtual.
En este caso, se asigna un mismo patro´n a ambos aislados.
Dos aislados se consideran relacionados entre sı´ cuando el ı´ndice de correlacio´n
esta alrededor del 95 % y se observan una o dos bandas de diferencia en la imagen
de gel virtual. En este caso, a cada uno de ellos le corresponde un patro´n, pero se
encuentran en un mismo grupo.
Dos aislados se consideran diferentes cuando el ı´ndice de correlacio´n es menor
del 95 % y se observan varias diferencias en la imagen de gel virtual y a cada uno
de ellos se le asigna un patro´n diferente, sin agruparse.
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3.7. Deteccio´n de genes de resistencia
3.7.1. Deteccio´n de genes de resistencia a los macro´lidos
Todas las reacciones de amplificacio´n de los genes que confieren resistencia a los
macro´lidos se realizaron bajo las siguientes condiciones de reaccio´n: una desnaturaliza-
cio´n inicial a 94oC durante 12 minutos seguida de 30 ciclos de desnaturalizacio´n a 94oC
durante un minuto, hibridacio´n a la temperatura y durante el tiempo indicados para cada
pareja de cebadores y elongacio´n a 72oC durante 45 segundos, para terminar con una
elongacio´n final a 72oC durante 10 minutos.
3.7.1.1. Deteccio´n de los genes erm
Para la amplificacio´n de los genes erm(B) y erm(A) se disen˜aron los siguientes ceba-
dores: erm(B): emrBF 5’-GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA-3’, y ermBR 5’-AGT AAC GGT
ACT TAA ATT GTT TAC-3’; erm(A): ermAF 5’-AGA AGG TTA TAA TGA AAC AGA-3’, y er-
mAR5’-GGC ATG ACA TAA ACC TTC AT-3’ con un taman˜o de producto de 640 pares de
bases y 210 pb respectivamente. La hibridacio´n se realizo´ a 50oC durante 30 segundos.
3.7.1.2. Deteccio´n de los genes mef
Para la deteccio´n y diferenciacio´n de los genes mef(A) y mef(E) se disen˜o´ un esquema
de PCR-multiplex para lo cual se utilizaron los siguientes cebadores mefAF 5’-AAT ACA
ATT GGA AAC TT-3’, mefEF 5’-AAG GAG TTG TGG TTC TGA-3’, y un cebador comu´n re-
verso mefRF 5’-AAT CGG TAA ATC ATT GG-3’. Los taman˜os de producto esperados fue-
ron 1,080 kb para el gen mef(A) y 480 kb para el gen mef(E). La hibiridacio´n se realizo´a
52oC durante 1 minuto. (Fig. 3.1).
mefE
mefA
mefAF
mefEF
mefRF
mefRF
8
629
1134
1134
Figura 3.1: Esquema de PCR multiplex para la deteccio´n de los genes mef
3.7.1.3. Deteccio´n del gen msr(D)
La deteccio´n de dicho gen se realizo´ segu´n la te´cnica descrita por Daly et al. [170]. Los
cebadores empleados fueron: msrDup: 5’-TTG GAC GAA GTA ACT CTG-3’ y msrDdn: 5’-GCT
TGG CTC TTA CGT TC-3’. La hibridacio´n se realizo´ a 50oC durante un minuto.
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3.7.2. Deteccio´n de genes de resistencia a las tetraciclinas
La deteccio´n del gen tet(M) se realizo´ siguiendo la metodologı´a descrito por Doherty et
al. [212]. Los cebadores empleados fueron: tetMF 5’-AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG-3’
y tetMR, 5’-TCC GAC TAT TTG GAC GAC GG-3’ bajo las siguientes condiciones de reac-
cio´n: desnaturalizacio´n a 95oC durante 1 minuto, hibridacio´n a 55oC durante 1 minuto,
elongacio´n 72oC durante 1,5 minutos, para terminar con una elongacio´n final a 72oC
durante 10 minutos.
3.8. Ana´lisis de estructura poblacional. I´ndices de
diversidad
Con el objetivo de realizar un ana´lisis pormenorizado de la estructura poblacional de
los microorganismos estudiados se analizo´ su diversidad de forma cuantitativa mediante
la aplicacio´n de una serie de ı´ndices matema´ticos, utilizando como elemento a medir
las ST descritas mediante la te´cnica de MLST. Los ı´ndices empleados se describen a
continuacio´n y se incluyen sus formulas matema´ticas
3.8.1. I´ndice de Diversidad Clonal (CD)
Este ı´ndice fue descrito por Ellstrand y Roose [213]. y se expresa como el cociente
entre el nu´mero de STs diferentes descritas entre todos los aislados estudiados (N)
CD =
∑ STi
N
3.8.2. I´ndice de Dominancia de Diversidad de Simpson (D)
Mediante la aplicacio´n de este ı´ndice se expresa la probabilidad de tomar, en una
seleccio´n al azar, dos aislados diferentes, que pertenezcan a diferentes STs. Para cal-
cularlo se emplean el nu´mero de aislados con una ST concreta (ni) y el nu´mero total de
aislados (N ) [214].
D = 1−
∑ ni(ni − 1)
N(N − 1)
3.8.3. I´ndice de Selander y Levin (H)
Es similar al ı´ndice de Simpson, pero emplea frecuencias relativas de aparicio´n de
cada ST (fi) [215].
H = 1−
∑
f2i
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3.8.4. I´ndice de Shannon (H ′)
Se emplea para calcular co´mo es de homoge´nea la distribucio´n de las STs encontra-
das entre la poblacio´n estudiada, empleando frecuencias relativas de aparicio´n de cada
ST (fi) [216].
H ′ = −
∑
filog2fi
Asimismo, se puede describir el valor ma´ximo de diversidad de Shannon, H ′max, consi-
derando las STs distribuidas equitativamente entre los diferentes aislados con diferentes
mecanismos de resistencia a los macro´lidos, de forma que fi tendrı´a el mismo valor para
cada ST, ası´, siendo n el nu´mero de STs diferentes, se definirı´a:
H ′max = −nfilog2fi
3.8.5. I´ndice de Evento (E ′)
Se describio´ para este trabajo y expresa la diversidad relativa de forma que permite
establecer comparaciones con el ı´ndice de diversidad clonal (CD).
E′ =
H ′
H ′max
3.9. Elementos de transposicio´n
Para el estudio y descripcio´n de los elementos de transposicio´n se emplearon las te´cni-
cas moleculares descritas en el apartado 3.4.
3.9.1. Deteccio´n de elementos gene´ticos asociados a la resistencia a
los macro´lidos
Se disen˜aron PCRs multiplex para la deteccio´n del transposo´n Tn916 y de elementos
gene´ticos que con frecuencia se asocian a e´ste en S. pneumoniae, como Tn917, MEGA
(Macrolide Element Genetic Assembly) y MAS (Macrolide-Aminoglycoside-Streptothricin).
3.9.1.1. Deteccio´n de derivados de Tn916 y Tn917
La presencia de los transposones Tn916 y Tn917 se determino´ mediante la amplifica-
cio´n de las integrasas y las excisionasas presentes en ellos, mediante las PCRs multiplex
1 y 2. Las secuencias de los cebadores, temperaturas de hibridacio´n, taman˜os de pro-
ducto y los nu´meros de acceso en Genebank de las secuencias usadas como referencia
se recogen en la tabla 3.5.
La reaccio´n se realizo´ en el termociclador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown,
Mass.) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacio´n inicial a 94oC durante 10 minu-
tos seguida de 25 ciclos de desnaturalizacio´n a 94oC durante 30 segundos, hibridacio´n
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a 54oC durante 30 segundos y elongacio´n a 72oC durante 30 segundos, tras los ciclos
de amplificacio´n se realizo´ una elongacio´n final a 72oC durante 10 minutos.
3.9.1.2. Deteccio´n de los elementos MEGA (Macrolide Element Genetic
Assembly) y MAS (Macrolide-Aminoglycoside-Streptothricin)
La amplificacio´n del elemento MEGA se realizo´ mediante la PCR simple 1, a su vez,
el gen msr(D) detectado mediante la PCR simple 2 se utilizo´ tambie´n como marcador
de la presencia del elemento anteriormente mencionado. La presencia del gen tetM se
realizo´ mediante la PCR simple 3, y de los genes sat4 y aphA-3 mediante la PCR multi-
plex 3 que utilizo´ como marcador de la presencia del elemento MAS. Las secuencias de
los cebadores, temperaturas de hibridacio´n, taman˜os de producto y los nu´meros de ac-
ceso en Genebank de las secuencias usadas como referencia se recogen en la tabla 3.5.
La mezcla de amplificacio´n para la PCR simple 1 (amplificacio´n de MEGA) contenı´a,
para un volumen final de 25 µL: 20mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM KCl, 25mM MgCl2,
400µM de cada nucleo´tido, 100µM de cada cebador, 5 U de la polimerasa TaKaRA
TaqTM (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1µl de ADN geno´mico. La reaccio´n de ampli-
ficacio´n se realizo´ en un termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, Mass.)
bajo las siguientes condiciones de reaccio´n: desnaturalizacio´n inicial a 94oC durante 10
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacio´n a 94oC durante 1 minuto, hibridacio´n
a 60oC durante 1 minuto y elongacio´n a 72oC durante 6 minutos, para finalizar con una
elongacio´n final a 72oC durante 10 minutos.
La amplificacio´n de msr(D) mediante la PCR simple 2 se realizo´ como se describio´ en
el apartado 3.7.1.3.
La mezcla de amplificacio´n para la PCR multiplex 3 (amplificacio´n de los genes tetM,
sat4 y aphA-3) para un volumen final de 20 µL estaba compuesta de: 20mM Tris-HCl (pH
8.0), 100 mM KCl, 25mM MgCl2 ,100µM de cada nucleo´tido, 100µM de cada cebador, 5
U de la polimerasa TaKaRA TaqTM (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1µl de ADN geno´mi-
co. La reaccio´n se realizo´ en el termociclador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown,
Mass.) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacio´n inicial a 94oC durante 10 minu-
tos seguida de 25 ciclos de desnaturalizacio´n a 94oC durante 30 segundos, hibridacio´n
a 58oC durante 30 segundos y elongacio´n a 72oC durante 30 segundos, seguido de una
elongacio´n final a 72oC durante 10 minutos.
3.9.1.3. Identificacio´n de los elementos derivados de Tn916 (Tn6003, Tn6002,
Tn2009 y Tn3872) mediante “mapeo” (mapping) por te´cnica de PCR
overlapping
Se analizo´ tanto la presencia de un amplico´n de 250pb como de 13kb amplificado en
la regio´n entre orf20 y orf19 del transposo´n Tn916 (PCR mapping 1) para determinar la
presencia de los derivados Tn6003 y Tn6002. Las secuencias de los cebadores, tempe-
raturas de hibridacio´n, taman˜os de producto y los nu´meros de acceso en Genebank de
las secuencias usadas como referencia se recogen en la tabla 3.5.
Las condiciones de la amplificacio´n empleadas fueron las mismas que las descritas
para la amplificacio´n del elemento MEGA (3.9.1.2) con una temperatura de hibridacio´n
de 52oC.
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La descripcio´n del elemento MEGA localizado en el orf6 del transposo´n Tn916 (me-
diante la reaccio´n mapping 2) que indica la presencia del transposo´n derivado Tn2009
se puso de manifiesto mediante la amplificacio´n de la regio´n comprendida entre el gen
tetM y el gen int con un taman˜o de producto esperado 11,2 kb.
La mezcla de reaccio´n, para un volumen final de 25µL estaba compuesta de: 20mM
Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM KCl, 25mM MgCl2 ,400µM de cada nucleo´tido, 100µM de cada
cebador, 5 U de la polimerasa TaKaRa LA TaqTM (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1µl
de DNA geno´mico. La reaccio´n se realizo´ en el termociclador PTC-100 (MJ Research
Inc, Watertown, Mass.) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacio´n inicial a 94oC
durante 10 minutos seguida de 35 ciclos de desnaturalizacio´n a 94oC durante 1 minuto,
hibridacio´n a 56oC durante 1 minuto y elongacio´n a 72oC durante 6 minutos para concluir
con una elongacio´n final a 72oC durante 10 minutos.
Para comprobar la presencia de MEGA insertado en el transposo´n conjugativo Tn916
se realizo´ una PCR de mapeo u overlapping (mapping 3) utilizando los cebadores ME-
GAF e Int-R con las mismas condiciones de reaccio´n descritas en el pa´rrafo anterior
salvo la temperatura de hibridacio´n de 58o, con un taman˜o de producto esperado de 9,2
kb (tabla: 3.5).
La presencia del transposo´n derivado Tn3872 se comprobo´ poniendo de manifies-
to la localizacio´n del transposo´n Tn917 insertado en el transposo´n conjugativo Tn916
mediante PCR overlapping (mapping 4, el taman˜o de producto esperado fue de 6.8 kb
(tabla: 3.5).
La mezcla de reaccio´n y las condiciones de reaccio´n fueron las anteriormente descritas
para las PCRs overlapping con la temperatura de hibridacio´n de 54oC.
Todos los productos obtenidos se secuenciaron utilizando los cebadores empleados
para su amplificacio´n y las secuencias obtenidas se compararon mediante herramientas
bioinforma´ticas como el programa BLAST, con las depositadas en las bases de datos
on-line.
3.9.1.4. Estudio del elemento MEGA. Mapa de restriccio´n
En el caso de los aislados en los que mediante la amplificacio´n del elemento MEGA se
obtuvieron resultados no esperados se realizo´ una digestio´n del elemento mediante las
enzimas de restriccio´n SpeI y HpaI (Takara Bio Inc. Shiga, Japan). Los lugares de reco-
nocimiento para la restriccio´n del elemento MEGA, ası´ como el nu´mero de restricciones
y el taman˜o esperado de los fragmentos generados se describen en la tabla 3.6.
La reaccio´n de restriccio´n se realizo´ incubando a 37oC durante 18h una solucio´n que
contenı´a 1 UI del enzima correspondiente, 2µl del buffer 10x (proporcionado por el fabri-
cante), 1µg del ADN sustrato, completando con agua destilada este´ril hasta 20µl.
3.9.2. Ana´lisis Bioinforma´tico
Todas las secuencias obtenidas mediante las diferentes te´cnicas se analizaron me-
diante los programas Chromas (versio´n 2.32, Technelysium Pty. Ltd. Tewantin, Austra-
lia) y Finchtv 1.3.1 de software libre, programado para la distribucio´n Debian de Li-
nux por Geospiza Inc. 2004-05. La comparacio´n de secuencias se realizo´ mediante
78 Capı´tulo 3 - Material y me´todos
PCR Transposo´n Cebador Secuencia Tm (oC) Taman˜o de
producto
(pb)
Genebank
Multiplex 1
Tn916 Int-F 5’-GCG TGA TTG TAT CTC ACT-3’
52
1.046
NC006372
Tn916 Int-R 5’-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3’
Tn916 Xis-F 5’-AAG CAG ACT GAC ATT CCTA-3’
194
Tn916 Xis-R 5’-GCG TCC AAT GTA TCT ATA A-3’
Multiplex 2
Tn917 tnpA1 5’-ATC GAT TCG GTA GTG CTA AT-3’
56
854
M111180
Tn917 tnpA2 5’-CAA TAA CAT TGG CGT GTA TC-3’
Tn917 tnpR1 5’-GTG AGT ACG GAT GAT CAA AA-3’
517
Tn917 tnpR2 5’-TGA GGT AAC GGT AAA AGG TT-3’
Multiplex 3 MAS
sat4-F 5’-AGG CTT CAT TAT GCC TAT CC-3’
56
531 U73026
sat4-R 5’-TGC AAG TTT TTA TGC TTT GCC-3’
aphA3-F 5’-AGA ATA TCA CCG GAA TTG AA-3’
729 AB247327
aphA3-R 5’-GAT CCC CAG TAA GTC AAA AA-3’
Simple 1 MEGA
Mega-F 5’-CCA TTT ACC CTG TGG GTA CG-3’
60 5.009 AF376746
Mega-R 5’-TTG TCT CAC TGC ACC AGA GG-3’
Simple 2 MEGA
msr(D)-F 5’-TTG GAC GAA GTA ACT CTG-3’
50 370 AF376746
msr(D)-R 5’-GCT TGG CTC TTA CGT TC-3’
Simple 3 MAS
tetM-F 5’-AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG-3’
58 1.862 X90939
tetM-R 5’-TCC GAC TAT TTG GAC GAC GG-3’
Mapping 1 Tn6003-Tn6002
orf20F 5’-TCC GAC AAC AGA CGT ACA GC-3’
52 13.000 NC006372
orf19R 5’-TCT TCA ACG CTG CTG GAG TA-3’
Mapping 2
Mapping 3 Tn2009
tetM-F 5’-AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG-3’
56
10.000 NC006372
Int-R 5’-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3’
MEGAF 5’-CCA TTT ACC CTG TGG GTA CG-3’
9.000
AF376746
Int-R 5’-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3’ NC006372
Mapping 4 Tn3872
tnpR1 5’-GTG AGT ACG GAT GAT CAA AA-3’
54 6.820
M111180
Int-R 5’-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3’ NC006372
Tabla 3.5: Cebadores, temperaturas de hibridacio´n y taman˜os de producto disen˜ados
para el estudio de los elementos gene´ticos asociados a la resistencia a los
macro´lidos
Enzima Nu´mero de restricciones
Posicio´n de
reconocimiento
en el elemento
MEGA
Taman˜o de fragmentos (pb)
SpeI 2
1194/1198
4887/4891
3.093
1.194
600
HpaI 1 3371
3.371
2.129
Tabla 3.6: Caracterı´sticas de las enzimas de restriccio´n empleadas para el ana´lisis del
elemento MEGA
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el programa BLAST, tanto en su versio´n para el software Windows como para Linux
(www.ncbi.nlm.nih.gov) y los alineamientos entre diferentes secuencias se realizaron
mediante el programa ClustalW 2 (versio´n para Windows) y ClustalX (versio´n para Linux).
3.9.3. Ana´lisis estadı´stico
Se realizaron dos tipos de ana´lisis estadı´stico: ana´lisis de asociacio´n para variables
catego´ricas, mediante la prueba de χ2 y ana´lisis de asociacio´n de tendencias mediante
la prueba de Mantel-Haenszel para variables continuas. Se consideraron resultados es-
tadı´ticamente significativos, cuando la probabilidad de asociacio´n entre dos variables, P,
mostraba un valor inferior a 0,05.
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Resultados
“No nos atrevemos a muchas cosas
porque son difı´ciles, pero son difı´ciles
porque no nos atrevemos a hacerlas”
Se´neca
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4 Resultados
4.1. Resistencia a macro´lidos y estructura poblacional en
los aislados de Streptococcus pneumoniae
pertenecientes a la coleccio´n prevacunal recogida
entre los an˜os 1999-2003 de diferentes a´reas
geogra´ficas de Espan˜a
En este apartado se incluye especı´ficamente el estudio de 45 cepas de S. pneumoniae
resistentes a eritromicina que presentaban el gen mef. Estas cepas fueron seleccionadas
entre todas las resistentes a eritromicina (n= 244) obtenidas de una coleccio´n de 712
aislados recogidos entre los an˜os 1999 y 2003 procedentes de un estudio multice´ntrico
realizado en Espan˜a y coordinado por nuestro laboratorio.
4.1.1. Perfiles de sensibilidad
Los valores de sensibilidad de los aislados estudiados en la coleccio´n global (n=712)
para los distintos antibio´ticos utilizando los criterios del CLSI del an˜o 2007 fueron los
siguientes: Entre los antibio´ticos β-lacta´micos estudiados (penicilina y cefotaxima) se
encontraron diferentes porcentajes de resistencia, de un 48,9 % para la penicilina (26,9 %
intermedio; 22,0 % resistente) y de un 7,3 % para la cefotaxima (6,5 % intermedio; 0,8 %
resistente). Con respecto a los antibio´ticos del grupo MLS (macro´lidos, lincosamidas
y estreptograminas) se estudio´ la sensibilidad a eritromicina, halla´ndose un 34,3 % de
resistencia (0,8 % intermedio; 33,5 % resistente) y a clindamicina, siendo resistentes un
31,9 % (1,7 % intermedio; 30,2 % resistente) de los aislados estudiados.
Se estudiaron tambie´n otros antimicrobianos como la tetracilina, con un 25,8 % (1,9 %
intermedio; 23,9 % resistente) y el levofloxacino, siendo resistentes un 2,4 % (0,4 % in-
termedio; 2 % resistente) en un rango de concentraciones entre 0,12-32 mg/L. En este
trabajo, se incluyo´ el estudio de sensibilidad a la telitromicina (u´nico ceto´lido comercia-
lizado hasta el momento) sin encontrarse resistencia o entre los aislados estudiados
(fig. 4.1).
De esta coleccio´n inicial, se seleccionaron los aislados resistentes a eritromicina (n=244),
en los que se determino´ la CMI frente a diferentes antibio´ticos mediante el sistema de mi-
crodilucio´n, siendo los porcentajes de resistencia obtenidos mayores que los obtenidos
sobre la poblacio´n total (fig. 4.2).
Entre los antibio´ticos β-lacta´micos se estudiaron penicilina, siendo resistente en
este grupo de poblacio´n el 69,6 % de los aislados (15,3 % intermedio; 54,3 % re-
sistente) y la cefotaxima, aumentando el porcentaje de resistencia hasta un 30,7 %
(19,6 % intermedio; 11,1 % resistente).
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Figura 4.1: Resistencia a antimicrobianos entre los aislados de la coleccio´n prevacunal
inicial (n=712)
Se estudio´ tambie´n la sensibilidad a un segundo macro´lido, la claritromicina (macro´li-
do de 14 a´tomos), siendo resistentes el 100 % de los aislados.
Tambie´n se estudio´ el perfil de sensibilidad a la clindamicina, siendo resistentes el
93 % (4,9 % intermedio; 88,1 % resistente).
Los porcentajes de resistencia a la tetraciclina y a levofloxacino aumentaron entre
los aislados que eran resistentes a la eritromicina hasta un 69,6 % (15,3 % interme-
dio; 54,3 % resistente) y un 3,2 %( 0,8 % intermedio; 2,4 % resistente) respectiva-
mente.
De los 244 aislados resistentes a eritromicina, se seleccionaron los aislados con am-
plificacio´n positiva para los determinantes gene´ticos de resistencia mef, tanto para la
subclase mef(E) como para la subclase mef(A), siendo sus porcentajes de resistencia a
diferentes antibio´ticos los siguientes
Para penicilina y cefotaxima el porcentaje de resistencia fue de 82,2 % (35,5 %
intermedio; 46,7 % resistente) y 22,2 % (17,7 % intermedio; 4,4 % resistente) res-
pectivamente.
El porcentaje de resistencia para la clindamicina fue de 62,2 %, sin encontrarse
aislados intermedios y para la tetraciclina se encontro´ un 68,8 % de los aislados
resistentes, (13,3 % intermedio; 55,5 % resistente).
Entre estos aislados no se observaron resistencias ni a telitromicina (rango de
concentraciones 0.03-1 mg/L) ni a levofloxacino (rango de concentraciones 0.25-
2 mg/L)(fig. 4.3).
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Figura 4.2: Resistencia a antibio´ticos de los aislados resistentes a eritromicina de la co-
leccio´n prevacunal (n=244)
4.1.2. Determinantes gene´ticos de resistencia y fenotipos asociados
4.1.2.1. Macro´lidos
Entre los 244 aislados resistentes a la eritromicina, el 80,7 % presentaban el gen
erm(B) como u´nico determinante gene´tico de resistencia a los macro´lidos, con un fe-
notipo de resistencia asociado MLSB. El 18,4 % de los aislados que portaban los genes
mef (n=45), 44 aislados presentaba el gen mef(E) y so´lo uno el gen mef(A). Cabe resal-
tar, que entre los 44 aislados con amplificacio´n positiva para el gen mef(E), 28 de ellos
(63,6 %) presentaban a la vez el gen erm(B), todos ellos con un fenotipo de resisten-
cia asociado MLSB constitutivo. Los 17 aislados restantes (amplificacio´n positiva de los
genes mef) presentaron el fenotipo de resistencia asociado M (tab. 4.1).
No se observo´ ninguna asociacio´n temporal o geogra´fica de los aislados que pre-
sentaron amplificaciones duales o de aquellos que presentaron el gen mef como u´nico
determinante gene´tico de resistencia. Por u´ltimo, en dos aislados con valores de CMI
para eritromicina y clindamicina de 0,5 mg/L no se observo´ amplificacio´n positiva para
ninguno de los genes asociados con la resistencia a los macro´lidos. Estos aumento en
la CMI podrı´a deberse a mutaciones o inserciones ribosomales.
4.1.2.2. Tetraciclina
Se observo´ amplificacio´n positiva para el gen tetM en el 71,1 % de los aislados con
amplificacio´n positiva para el gen mef. Todos los aislados que portaban los genes de re-
sistencia para los macro´lidos erm(B) y mef(E) presentaron amplificacio´n positiva para el
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Figura 4.3: Resistencia a antibio´ticos entre los aislados con amplificacio´n positiva para
los genes mef de la coleccio´n prevacunal (n=45)
gen tetM, mientras que entre los aislados con amplificacio´n positiva para los genes mef,
so´lo el 8,8 % amplifico´ el gen tetM. La distribucio´n de amplificaciones positivas para este
gen en funcio´n del determinante gene´tico de resistencia para los macro´lidos, ası´ como
de la sensibilidad a la tetraciclina se muestra en la tabla 4.2.
Fenotipo
Genotipo - no de aislados ( %)
erm(B) erm(B)+mef(E) mef(E) mef(A)
cMLSB 197 (80,7) 28 (11,5) - -
iMLSB - - - -
M - - 16 (6,5) 1 (0,4)
Nota: Los dos aislados que faltan hasta completar los 244 mos-
traron mutaciones ribosomales.
Tabla 4.1: Determinantes gene´ticos de resistencia a los macro´lidos y fenotipos asociados
entre los aislados resistentes a macro´lidos de la coleccio´n prevacunal (n=244)
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Genotipo resistencia macro´lidos Amplificacio´n tetM (tetM+ %)
erm(B)+mef(E) (n=28) 100 %
mef(E) (n=16) 0 %
mef(A) (n=1) 100 %
Tabla 4.2: Distribucio´n del gen tetM en funcio´n de los determinantes gene´ticos de resis-
tencia a los macro´lidos entre los aislados con amplificacio´n positiva para el
gen mef de la coleccio´n prevacunal (n=45)
4.1.3. Estructura poblacional en aislados con genes mef
4.1.3.1. Serotipos
La distribucio´n de serotipos entre los 45 aislados seleccionados fue: 14; 22 % (n=10);
6B; 17,7 % (n=8); 19A; 13 % (n=6); 19F; 11 % (n=5); 11A; 6,6 % (n=3); 9V; 6,6 % (n=3);
15A; 6,6 % (n=3); 23F; 4,4 % (n=2); y un 11 % (n=5) distribuidos entre otros serotipos
menos frecuentes (3, 31, 10A, 15C o 12F con un aislado para cada uno de ellos). Cabe
destacar que nueve de los diez aislados pertenecientes al serotipo 14 eran portadores
del gen mef(E) o mef(A) (fig 4.4).
14
6B
19A
19F
11A
9V
15A
23F
Otros
Figura 4.4: Distribucio´n de serotipos entre los aislados de la coleccio´n prevacunal resis-
tentes a eritromicina y con amplificacio´n positiva para los genes mef (n=45)
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4.1.3.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)
Entre la poblacio´n analizada por PFGE, los aislados con amplificacio´n positiva para
los genes mef, empleando los criterios de Tenover [134] se diferenciaron 26 patrones
que pudieron agruparse en 20 tipos diferentes. Mediante la clasificacio´n de la red epi-
demiolo´gica de neumococo (PMEN) [142] se observaron patrones correspondientes a
los clones Spain9V-3, England14-9, Spain6B-2, Sweden15A-25, Spain23F-1, Poland6B-20 y
NorwayNT-42. El nu´mero de aislados de cada uno de ellos y su relacio´n con los determi-
nantes gene´ticos de resistencia se recoge en la tabla 4.3. El patro´n de campo pulsado
correspondiente al aislado portador del gen mef(A) fue el England14-9, mientras que to-
dos los aislados agrupados por el patro´n de PFGE Spain9V-3 portaban el gen mef(E)
como determinante gene´tico de resistencia a los macro´lidos. Los resultados correspon-
dientes a PFGE se muestran en la tabla 4.3.
4.1.3.3. MLST y ana´lisis por eBurst
Mediante la aplicacio´n de la te´cnica de tipado MLST se describieron 30 secuencias
tipo (ST) diferentes, entre las que se encontraban tres ST de nueva descripcio´n, ST2636
y ST2637, variante de alelo u´nica (single locus variant, slv) de la ST557 (previamente
descrita) y la ST2638,variante de doble alelo (double locus variant, dlv) de la ST135,
tambie´n previamente descrita.
Tras el ana´lisis mediante eBurst de estas STs se observo´ que los aislados que por-
taban los genes mef se agrupaban en 4 complejos clonales y 19 clones individuales o
singleton clones.
Dentro de estos cuatro complejos clonales se agruparon 18 aislados, 10 de ellos porta-
ban u´nicamente el gen mef(E) y se identificaban por secuencia tipo (ST) con el clon inter-
nacional de resistencia Spain9V-3. Los ocho aislados restantes se agruparon segu´n las
STs obtenidas en los clones internacionales de resistencia Spain6B-2 (n=3), Sweden15A-
25 (n=2) y en el complejo clonal 6B, que agrupaba tres aislados en dos secuencias tipo,
la ST135 y la ST1638. Todos estos ocho aislados presentaron amplificacio´n positiva para
los genes erm(B) y mef(E).
Los 19 clones individuales agruparon a los 27 aislados restantes. Se describieron al-
gunos clones de multirresistencia internacional como el Spain23F-1 (que incluyo´ dos ais-
lados portadores de los genes erm(B) y mef(E)), Poland6-20 (que estaba formado por
un u´nico aislado con doble mecanismo de resistencia, erm(B)+mef(E) genes) y el clon
England14-9 descrito en el u´nico aislado portador del gen mef(A).
Otros clones representados por las STs ST276, ST549 y ST62 agrupaban ma´s de un
aislado por clon (4, 3 y 3 aislados cada una de ellas) mientras que otras STs estaban re-
presentadas por un so´lo aislado de S. pneumoniae. La relacio´n entre las STs obtenidas,
el ana´lisis por e-Burst y los determinantes gene´ticos de resistencia a los macro´lidos se
muestra en la tabla 4.3. La representacio´n mediante MST (Minimum Spanning Tree) se
muestra en la figura 4.5
Analizando la distribucio´n de serotipos en funcio´n de los resultados obtenidos por
MLST, los serotipos 6B, 14, 19A y 15A se encontraban distribuidos entre aislados que se
agruparon en los clones internacionales de multirresistencia descritos con dichos seroti-
pos, pero tambie´n se encontraron entre aislados agrupados como clones independientes
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(singleton clones). La distribucio´n de serotipos conforme a los resultados obtenidos me-
diante e-BURST se muestra en la tabla 4.3.
erm(B)+mef(E)
mef(E)
mef(A)
Figura 4.5: Relacio´n entre el ana´lisis por eBurst y lods determinantes gene´ticos de resis-
tencia a macro´lidos mediante Minimum Spanning Tree en los aislados de la
coleccio´n prevacunal
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MLST
Serotipo PFGE Gen Origen
ST Grupo/Clon
557 (n=7)
CC-Spain9V-3
14 (n=6), 19A (n=1)
Spain9V-3
mef(E) Esputo (n=5), Oı´do (n=1),
Hemocultivo (n=1)
44 (n=1) 14 mef(E) Nasal
2636 (n=1) 19A mef(E) Esputo
2637 (n=1) 14 mef(E) LBA
90 (n=1)
CC-Spain6B-2
6B
Spain6B-2
erm(B)+mef(E) Esputo
1542 (n=1) 6B erm(B)+mef(E) Esputo
1624 (n=1) 6B erm(B)+mef(E) Esputo
135 (n=2)
ST135-ST2638
6B
6B-ST135-ST2638
erm(B)+mef(E) Esputo (n=2)
2638 (n=1) 6B erm(B)+mef(E) Nasal
63 (n=1)
CC-Sweden15A-25
15A
Sweden15A-25
erm(B)+mef(E) Hemocultivo
1149 (n=1) 15A erm(B)+mef(E) Conjuntival
1276 (n=4) ST276 19A 19A-ST276 erm(B)+mef(E) Conjuntival
549 (n=3) ST549 19F (n=2), 23F (n=1) 19F-23F-ST549 erm(B)+mef(E) Oı´do (n=2), Cate´ter (n=1)
62 (n=3) ST62 11A 11A-ST62 mef(E) LBA, Cepillado alveolar,
Conjuntival
81 (n=2) Spain23F-1 23F, 19F Spain23F-1 erm(B)+mef(E) Asp. alveolar, Esputo
17 (n=1) ST17 14 14-ST17 erm(B)+mef(E) Esputo
73 (n=1) ST73 15A 15A-ST63 erm(B)+mef(E) Esputo
87 (n=1) ST87 19F 19F-ST87 erm(B)+mef(E) Nasal
260 (n=1) ST260 3 3-ST260 erm(B)+mef(E) Lı´quido pleural
271 (n=1) ST271 19F 19F-ST271 erm(B)+mef(E) Esputo
315 (n=1) Poland6B-20 6B Poland6B-20 erm(B)+mef(E) Esputo
344 (n=1) NorwayNT-42 9V NorwayNT-42 erm(B)+mef(E) Esputo
1486 (n=1) ST1486 6B 6B-ST1486 erm(B)+mef(E) Esputo
1577 (n=1) ST1577 15C 15C-ST1577 erm(B)+mef(E) Esputo
2639 (n=1) ST2639 10A 10A-ST2639 erm(B)+mef(E) Asp. alveolar
2820 (n=1) ST2820 12F 12F-ST2820 erm(B)+mef(E) Esputo
9 (n=1) England14-9 14 England14-9 mef(A) Oı´do
2819 (n=1) ST2819 9V 9V-ST2819 mef(E) Nasal
2708 (n=1) ST2708 31 31-ST2708 mef(E) Conjuntival
2822 (n=1) ST2822 9V 9V-ST2822 mef(E) Esputo
1: slv del clon Denmark14-32
CC: Complejo clonal
Tabla 4.3: Ana´lisis poblacional de los aislados con amplificacio´n positiva para los genes
mef de la coleccio´n prevacunal (n=45)
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4.1.4. Corresistencia, multirresistencia y su relacio´n con la estructura
poblacional
El ana´lisis de la corresistencia y multirresistencia en los aislados con amplificacio´n
positiva para los genes mef (n=45) demuestra que la co-resistencia de eritromicina y
penicilina (82,2 %) se detecto´ entre los aislados agrupados en los complejos clonales
Spain9V-3, Spain6B-2 y CC-6B (rango de CMI 0,12-4m g/L). El u´nico aislado con un valor
intermedio para la cefotaxima (MIC 4 mg/L), que tambie´n presentaba una CMI elevada
(aunque sensible por punto de corte) para levofloxacino (2 mg/L), pertenecı´a al complejo
clonal Spain9V-3. Todos los aislados estudiados menos ocho,que pertenecı´an al com-
plejo clonal Spain9V-3, fueron resistentes a tetraciclina. El patro´n de sensibilidad de los
aislados agrupados en complejos clonales se muestra en la tabla 4.4.
Complejos Clonales
Nu´mero de aislados resistentes (I+R)
Penicilina Cefotaxima Clindamicina Tetraciclina Levofloxacino Genotipo
Spain9V -3 (n=10) 2+8 3+1 0 2+0 0+1 10 mef(E)
Spain6B-2 (n=3) 0+3 1+0 0+3 0+3 0 3 erm(B)+ mef(E)
ST135-ST2638 (n=3) 3+0 0 0+3 0+3 0 3 erm(B)+mef(E)
Sweden15A-25 (n=2) 2+0 0 0+2 0+2 0 2 erm(B)+mef(E)
Tabla 4.4: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agrupa-
dos en complejos clonales de la coleccio´n prevacunal
Entre los aislados agrupados en clones independientes (singleton clones) se pudieron
apreciar diferencias con respecto a la co-resistencia y el genotipo de resistencia a los
macro´lidos que presentaban:
Se observo´ un mayor proporcio´n de corresistencia entre penicilina y eritromicina
entre los aislados portadores de mecanismos duales erm(B) ma´s mef(E) (89,2 %)
que entre los aislados portadores de los genes mef(A) o mef(E) (70,5 %).
Los porcentajes de resistencia a la cefotaxima fueron similares tanto para los ais-
lados con doble amplificacio´n de genes de resistencia a los macro´lidos como para
los aislados con amplificacio´n positiva u´nicamente para los genes mef.
Con respecto a la tetraciclina, se observo´ significacio´n estadı´stica mediante el
test χ2 (P <0,001) entre los aislados con mecanismos duales erm(B) y mef(E)
(92,8 %), mientras que entre los aislados portadores de los genes mef el porcenta-
je de e´stos resistentes a la tetraciclina fue de (29,4 %). El patro´n de sensibilidad de
los aislados agrupados en clones independientes se muestra en la tabla 4.5.
Clones
Nu´mero de aislados resistentes (I+R)
Penicilina Cefotaxima Clindamicina Tetraciclina Genotipo
Denmark14-32 (n=4) 2+2 0 0+4 0+4 erm(B)+mef(E)
ST549 (n=3) 1+0 0 0+3 0+3 erm(B)+mef(E)
ST62 (n=3) 0 0 0 0 mef(E)
Spain23F-1 (n=2) 0+2 0+1 0+2 0+2 erm(B)+mef(E)
Tabla 4.5: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agrupa-
dos en clones independientes de la coleccio´n prevacunal
La multirresistencia se definio´ como resistencia simulta´nea a tres o ma´s antibio´ticos
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pertenecientes a diferentes familias. Los fenotipos de multirresistencia ma´s frecuentes
fueron eritromicina, clindamicina y tetraciclina, 57,7 % (n=26); penicilina, eritromicina y
tetraciclina, 48,8 % (n=22); penicilina, eritromicina y clindamicina 44,4 % (n=20); y peni-
cilina, eritromicina, clindamicina y tetraciclina 44,4 % (n=20).
4.2. Resistencia a macro´lidos y estructura poblacional en
aislados de Streptococcus pneumoniae pertenecientes
a la coleccio´n de hemocultivos (2000-2007) obtenidos
en el Hospital Universitario Ramo´n y Cajal.
4.2.1. Perfiles de sensibilidad
Los resultados de sensibilidad a diferentes antimicrobianos frente a los 416 aislados
incluidos en esta coleccio´n quedan recogidos en la figura 4.6.
Los antibio´ticos β-lacta´micos estudiados fueron penicilina y cefotaxima, con por-
centajes de resistencia de 22,8 % (17,8 % intermedio; 5 % resistente) y 6,9 % (6,2 %
intermedio; 0 % resistente) respectivamente.
Se encontro´ un 18,2 % de aislados resistentes a eritromicina (n=78), sin encon-
trarse aislados con criterio de interpretacio´n intermedio y observa´ndose una ten-
dencia a disminuir, a lo largo del periodo de estudio, estadı´sticamente significativa
(P=0,025) –ver fig. 4.7–, mientras que el porcentaje de resistencia a la clindamicina
fue menor, 17,3 % (72/416) sin encontrarse tampoco aislados con criterio de inter-
pretacio´n intermedio. La resistencia a tetraciclina fue del 18,3 % (1,7 intermedio;
16,6 % resistente) y para levofloxacino de 0,24 %.
Se observo´ una tendencia a la disminucio´n en las tasas de resistencia a lo largo
del periodo de estudio. Esta tendencia fue estadı´sticamente significativa (segu´n el
test de Mantel-Haenszel) en el caso de la penicilina G (P=0.0015), de la cefotaxima
(P=0.009) y de la eritromicina (P=0.025).
Entre los 78 aislados que fueron resistentes a la eritromicina se determino´ la CMI
frente a diferentes antibio´ticos mediante el sistema de microdilucio´n comercial, siendo
los resultados de resistencia obtenidos mayores que los obtenidos sobre la poblacio´n
total:
Entre los antibio´ticos β-lacta´micos estudiados, el porcentaje de resistencia a pe-
nicilina fue de 60,2 % (32 % intermedio; 28,2 % resistente), a cefotaxima 29,5 %
(20,5 % intermedio; 9 % resistente).
Se estudio´ el perfil de sensibilidad a claritromicina, siendo el 100 % de los aislados
resistente a este macro´lido de 14 a´tomos.
La resistencia a tetraciclina entre los aislados resistentes a eritromicina ascen-
dio´ a 80,7 % (6,4 % intermedio; 74,3 % resistente) y para levofloxaciono so´lo se
encontro´ un aislado recogido en el an˜o 2005 presento´ una CMI de 8 mg/ml (fig. 4.8).
Aunque se observo´ entre los aislados resistentes a eritromicina, una tendencia a
disminuir en las tasas de resistencia a los antibio´ticos estudiados a lo largo del pe-
riodo de estudio (2000-2007), el test de Mantel-Haenszel no demostro´ significacio´n
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Figura 4.6: Resistencia a antibio´ticos de los aislados de la coleccio´n general de hemo-
cultivos (n=416)
estadı´stica.
4.2.2. Determinantes gene´ticos de resistencia y fenotipos asociados
4.2.2.1. Macro´lidos
Entre los 78 aislados resistentes a los macro´lidos, el 74,4 % (n=58 aislados) portaba
el gen erm(B) como u´nico determinante gene´tico de resistencia, con un fenotipo de re-
sistencia asociado MLSB inducible en el 79,4 % de los aislados (46/58) y constitutivo en
un 20,6 % (12/58).
El 7,7 % (n=6) portaban los genes mef, cinco de ellos aislados portaban el gen mef(E)
y so´lo uno el gen mef(A), presentando todos ellos el fenotipo de resistencia asociado M.
En el 17,9 % (n=14) de los aislados resistentes a la eritromicina se observo´ amplifi-
cacio´n positiva para los genes de resistencia erm(B) y mef(E). En el 85,7 % de e´stos
(12/14) se observo´ un fenotipo de resistencia asociado MLSB inducible, mientras que en
el 14,3 % (2/14) fue constitutivo (tab: 4.6).
No se observo´ ninguna asociacio´n temporal entre los aislados que presentaron ampli-
ficaciones duales ni tampoco entre los aislados que presentaron amplificacio´n a un u´nico
determinante gene´tico de resistencia.
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Figura 4.7: Tendencia de la resistencia a eritromicina a lo largo de los an˜os en los que se
coleccionaron los aislados procedentes de hemocultivos
Fenotipo
Genotipo - no de aislados ( %)
erm(B) (n=58) erm(B)+mef(E) (n=14) mef(E) (n=6) mef(A) (n=1)
cMLSB 12 (20,6) 2 (14,3) - -
iMLSB 46 (79.4) 12 (85.7) - -
M - - 5 (6,4) 1 (1.2)
Tabla 4.6: Determinantes gene´ticos de resistencia a los macro´lidos y fenotipos asociados
entre los aislados resistentes a macro´lidos de la coleccio´n de hemocultivos
4.2.2.2. Tetraciclina
Se observo´ amplificacio´n positiva para el gen tetM en el 48,7 % (38/78) de los aisla-
dos de esta coleccio´n. Entre los aislados que portaban el gen erm(B) (n=58), el 51,7 %
(30/58) presento´ amplificacio´n positiva para el gen tetM, siendo resistentes a tetraciclina
el 91,3 % (53/58) de ellos.
Entre los aislados que portaban los genes de resistencia para los macro´lidos erm(B)
y mef(E) (n=14) presentaron amplificacio´n positiva para el gen tetM el 57,4 % (8/14),
siendo resistentes a tetraciclina en 78,5 % (11/14) de ellos.
Por u´ltimo, ninguno de los seis aislados de S. pneumoniae con amplificacio´n positi-
va u´nicamente para los genes mef presento´ amplificacio´n positiva para el gen tetM, ni
resistencia a la tetraciclina. La distribucio´n de amplificaciones positivas para este gen
en funcio´n del determinante gene´tico de resistencia para los macro´lidos, ası´ como de la
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Figura 4.8: Resistencia a diferentes antibio´ticos de los aislados resistentes a eritromicina
de la coleccio´n de hemocultivos (n=78)
sensibilidad a la tetraciclina se muestra en la tabla 4.7.
Genotipo resistencia macro´lidos Amplificacio´n tetM (tetM+ %)
erm(B) (n=58) 51,7 % (30/58)
erm(B)+mef(E) (n=14) 57,4 % (8/14)
mef(E) (n=5) 0 %
mef(A) (n=1) 0 %
Tabla 4.7: Distribucio´n del gen tetM en funcio´n de los determinantes gene´ticos de resis-
tencia a los macro´lidos entre los aislados de la coleccio´n de hemocultivos
4.2.3. Estructura poblacional en aislados con genes mef
4.2.3.1. Serotipos
Los serotipos en los que mayoritariamente se agruparon los aislados de S. pneumo-
niae pertenecientes a esta coleccio´n fueron: 14; 18 % (n=14), 19A; 15,4 % (n=12), 6B;
11,5 % (n=9), 19F; 7,7 % (n=6), 6A; 5 % (n=4) , 4; 5 % (n=4), 11A; 5 % (n=4) y 8; 5 %
(n=4). El 27 % de los aislados restantes se agruparon entre otros serotipos como 23A
(n=3), 9V, 15A, 15B, 16 y 23F representados por dos aislados cada uno de ellos y 1, 3,
10A,18C, 24 y 33 representados por un aislado cada uno de ellos. No fue posible tipar
dos de estos aislados. (fig. 4.9).
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Figura 4.9: Distribucio´n de serotipos de los aislados de la coleccio´n de hemocultivos
La presencia de los serotipos incluidos en la vacuna conjugada heptavalente (PCV-
7) tuvo tendencia a disminuir a lo largo del periodo de estudio, con valores estadı´sticos
(segu´n el test de Mantel-Haenszel), pro´ximos a la significacio´n (P=0,052).
4.2.3.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)
Mediante la aplicacio´n de los criterios de Tenover [134] se definieron 39 patrones dife-
rentes. Con la aplicacio´n de la clasificacio´n de clones internacionales de multirresisten-
cia (PMEN) [142] se definieron los clones internacionales de multirresistencia Spain9V-3,
Denmark14-32, Spain6B-2, Sweden15A-25, England14-9 y Tennessee14-18. La distribucio´n
de los patrones detectados por PFGE conforme a los genes de resistencia a los macro´li-
dos se muestra en la tabla 4.8.
4.2.3.3. MLST y ana´lisis por eBurst
Mediante la te´cnica de MLST los aislados de S. pneumoniae resistentes a eritromicina
se agruparon en 27 secuencias tipo (ST) diferentes, sin describirse ninguna nueva. Apli-
cando el programa de ana´lisis e-BURST los aislados se agruparon en cuatro complejos
clonales (sin ST fundadora) y 19 clones independientes o singleton clones.
El complejo clonal que agrupo´ ma´s nu´mero de aislados (16 aislados) fue el Spain9V-
3. De e´stos 16 aislados, 12 pertenecian a la ST557, que es una variante doble (double
locus variant, dlv) de la ST que define este clomplejo clonal (ST156), mientras que las
cuatro ST restantes pertenecı´an a la ST2246, slv de la ST156.
Dentro de este complejo clonal, el 43,7 % de los aislados (7/16) portaban el gen
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erm(B), el 12,5 % (2/16) el gen mef(E) y el 18,7 % (3/16) portaban simulta´neamente los
genes erm(B) y mef(E).
El segundo complejo clonal en nu´mero de aislados (n=12) fue el Denmark14-32. De
e´stos 12 aislados, so´lo uno pertenecı´a a la ST que define este clon (ST230), mientras
que los otros 11 (91,6 %) pertenecı´an a la ST276 (slv ST230). Todos ellos mostraron
amplificacio´n positiva para el gen erm(B).
El tercer complejo clonal estaba formado por nueve aislados y pertenecı´a al clon
Spain6B-2. De e´stos, ocho (88,8 %) pertenecı´an a la ST90,que define dicho clon, y por-
taban el gen erm(B), mientras que el aislado restante pertenecı´a a la ST1624 (slv ST90)
y mostro´ amplificacio´n positiva para ambos genes, erm(B) y mef(E).
El u´ltimo complejo clonal estaba formado por dos aislados, ambos portaban el gen
mef(E) y pertenecı´an a las ST62 y ST55.
Entre los 19 clones independientes se encontraron algunos clones internacionales de
resistencia como Sweden15A-25 (n=7), England14-9 (n=2) y Tennessee14-18 (n=1). Los
genotipos erm(B) y el dual, erm(B) ma´s mef(E) se encontraron en 18 de los 19 clones
indepedientes. El clon restante, England14-9, estaba formado por dos aislados, porta-
dores de los genes mef(A) y mef(E), respectivamente. En la tabla 4.8 se muestran los
resultados conforme a serotipos, ana´lisis por e-BURST, PFGE y an˜o de aislamiento y
en la figura 4.10 se muestra la representacio´n mediante MST (Minimum Spanning Tree)
conforme al ana´lisis por e-Burst y determinante gene´tico de resistencia.
Figura 4.10: Relacio´n entre el ana´lisis por eBurst y lods determinantes gene´ticos de re-
sistencia a macro´lidos mediante Minimum Spanning Tree en los aislados de
la coleccio´n de hemocultivos
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MLST
Serotipo PFGE Gen An˜o
ST Grupo/Clon
557
Spain9V -3
14
Spain9V -3
erm(B)
2000 (n=1)
2001 (n=3)
2002 (n=3)
erm(B) + mef(E) 2003 (n=2)
mef(E)
2002 (n=1)
2003 (n=1)
19F erm(B) + mef(E) 2003 (n=1)
2246
11A
erm(B)
2003 (n=1)
2007 (n=1)
erm(B) + mef(E) 2007 (n=1)
9V erm(B) 2004 (n=1)
276
Denmark14-32
19A
Denmark14-32
erm(B)
2000 (n=3)
2001 (n=1)
2002 (n=1)
2004 (n=1)
2005 (n=2)
2007 (n=3)
230 24 erm(B) 2005 (n=1)
90
Spain6B-2 6B Spain6B
erm(B)
2000 (n=3)
2001 (n=2)
2002 (n=3)
1624 erm(B) + mef(E) 2003 (n=1)
62
Grupo 4
19A 19A-11A-ST62
mef(E)
2003 (n=1)
55 11A 19A-11A-ST55 2006 (n=1)
63 Sweden15A-25
15A
Sweden15A-25
erm(B)
2001 (n=1)
15A 2005 (n=2)
8 2007 (n=2)
NT 2005 (n=1)
15A erm(B) + mef(E) (n=1) 2005 (n=1)
1866 ST1866 4 4-ST1866
erm(B) 2001 (n=2)
erm(B) + mef(E) 2002 (n=1)
erm(B) + mef(E) 2006 (n=1)
3427 ST3427 6A 6A-ST3427 erm(B)
2001 (n=1)
2004 (n=1)
2006 (n=1)
30 30A
16
16-19A-ST30 erm(B)
2002 (n=1)
2005 (n=1)
9V 2000 (n=1)
89 ST89 19F 19F-ST89 erm(B)
2002 (n=2)
2005 (n=1)
42 ST42 23A 23A-ST42
erm(B) 2002 (n=2)
erm(B)+mef(E) 2007 (n=1)
179 ST179 19F 19F-ST179 erm(B)
2005 (n=1)
2007 (n=1)
932 ST932 23F 23F-ST932
erm(B) 2006 (n=1)
erm(B)+mef(E) 2007 (n=1)
9 England14-9 14 England14-9
mef(E)
2006 (n=2)
mef(A)
193 ST-193 15B 15B-ST193 erm(B) (n=1) 2006 (n=1)
227 ST-227 1 1-ST193 erm(B) (n=1) 2005 (n=1)
386 ST-386 3 3-ST386 erm(B) (n=1) 2006 (n=1)
461 ST-461 10A 10A-ST461 erm(B) (n=1) 2000 (n=1)
1706 ST-1706 15B 15B-ST1706 erm(B) (n=1) 2005 (n=1)
3428 ST-3428 NT ST3428 erm(B) (n=1) 2002 (n=1)
67 Tennessee14-18 14 Tennessee14-18 erm(B)+mef(E) (n=1) 2003 (n=1)
285 ST-285 18C 18C-ST227 erm(B)+mef(E) (n=1) 2006 (n=1)
473 ST-473 6A 6A-ST473 erm(B)+mef(E) (n=1) 2005 (n=1)
717 ST-717 33 33-ST717 erm(B)+mef(E) (n=1) 2003 (n=1)
Tabla 4.8: Ana´lisis poblacional de los aislados con amplificacio´n positiva para los genes
mef de la coleccio´n de hemocultivos
4.2 Corresistencia, multirresistencia y su relacio´n con la estructura poblacional 99
4.2.4. Corresistencia, multirresistencia y su relacio´n con la estructura
poblacional
Entre los aislados de S. pneumoniae recogidos de hemocultivos entre los an˜os 2000
y 2007 (n=416) se observo´ multirresistencia en 38 aislados siendo los fenotipos ma´s
frecuentes: eritromicina, clindamicina y tetraciclina 3,4 % (n=14); penicilina, eritromicina,
clindamicina y tetraciclina 3,1 % (n=13) y penicilina, eritromicina y tetraciclina 2,2 % (n=9).
Entre los 78 aislados que formaban la poblacio´n de S. pneumoniae resistentes a eritro-
micina, la co-resistencia con penicilina fue mayor entre los aislados agrupados mediante
e-BURST en complejos clonales (79,5 %), que entre los agrupados como clones inde-
pendientes (41 %).
La corresistencia entre eritromicina y tetraciclina tambie´n fue similar entre los aislados
agrupados en complejos clonales, 82,0 % (32/39) y entre los agrupados como clones,
86,2 % (25/29) y clones independientes, y 70,0 % (7/10). Con respecto a la cefotaxima
so´lo se observo´ co-resistencia en dos aislados, con una CMI de 4 mg/ml cada uno,
perteneciendo cada uno de ellos a un complejo clonal diferente.
Entre los aislados clasificados en complejos clonales (n=39), las tasas de corresis-
tencia con penicilina como con tetraciclina que se se encontraron entre los aislados
que presentaron amplificacio´n positiva para el gen erm(B) (n=31) fueron (80,6 %
(25/31) y 93,5 % (29/31) respectivamente. Entre los aislados que presentaron am-
plificacio´n positiva para los genes erm(B) y mef(E) (n=4) las tasas de corresistencia
con penicilina y tetraciclina respectivamente fueron (100 % y 75 % (3/4) respectiva-
mente, encontra´ndose so´lo co-resistencia con penicilina (50 %) en el caso de los
aislados con amplificacio´n positiva para los genes mef. Cabe destacar que los ais-
lados pertenecientes al complejo clonal 4 (ST55 y ST62) no presentaron resistencia
ni frente a penicilina ni frente a tetraciclina
Entre los aislados agrupados como clones independientes (n=39), considerando
tanto los clones que agruparon ma´s de un aislado (n=29 aislados) como los clo-
nes formados por un u´nico aislados (n=10 aislados), las mayores tasas de co-
resistencia tanto a penicilina como a tetraciclina se encontraron tambie´n entre los
aislados portadores de los genes erm(B) y mef(E) (n=9), 44,4 % (4/9) y 66,6 % (6/9)
respectivamente, seguida de los aislados que presentaban el gen erm(B) (n=28),
39,1 % (11/28) y 89,3 % (25/28) respectivamente. Por u´ltimo, so´lo se observo´ corre-
sistencia con penicilina (50 %) en el caso de los aislados con amplificacio´n positiva
para los genes mef (n=2), siendo el aislado resistente (CMI 0,12 mg/L) el aislado
portador del gen mef(E) 4.9.
Entre los aislados pertenecientes al clon Sweden15A-25 (n=4), so´lo el 25 % pre-
sento´ co-resistencia con la penicilina, mientras que 100 % fue resistente a la te-
traciclina. El aislado identificado como perteneciente al clon internacional de multi-
rresistencia Tennessee14-18 presento´ corresistencia tanto con penicilina como con
tetraciclina 4.10.
Por u´ltimo, la asociacio´n entre la resistencia a eritromicina y tetraciclina fue es-
tadı´sticamente significativa mediante el test de la χ2 (P < 0,001), en comparacio´n
con la resistencia a tetraciclina entre los aislados sensibles a eritromicina
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Clones
Nu´mero de aislados resistentes (I+R)
Penicilina Cefotaxima Clindamicina Tetraciclina Levofloxacino Genotipo
Sweden15A-25 (n=7) 2+0 0 0+7 0+7 0
6 erm(B)
1 erm(B)+mef(E)
ST1866 (n=4) 0+1 0+1 0+4 0+3 0 2 erm(B)
2 erm(B)+mef(E)
ST89 (n=3) 1+2 0 0+3 0+3 0 3 erm(B)
ST3427 (n=3) 0+1 0+1 0+3 0+3 0 3 erm(B)
ST42 (n=3) 0 0 0+3 0+2 0
3 erm(B)
1 erm(B)+mef(E)
ST30 (n=3) 1+1 0+1 0+3 0+3 0 3 erm(B)
ST179 (n=2) 0 0 0+2 0+2 0 2 erm(B)
ST932 (n=2) 1+1 1+0 0+2 0+2 0
1 erm(B)
1 erm(B)+mef(E)
England14-9 (n=2) 1+0 0+1 0 0 0
1 mef(E)
1 mef(A)
Tabla 4.9: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agrupa-
dos en clones de la coleccio´n de hemocultivos
Singleton
Clones
Nu´mero de aislados resistentes (I+R)
Penicilina Cefotaxima Clindamicina Tetraciclina Levofloxacino Genotipo
SC (n=10) 4+0 0 0+10 1+6 0
6 erm(B)
4 erm(B)+mef(E)
Tabla 4.10: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agru-
pados en singleton clones de la coleccio´n de hemocultivos
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4.3. Estudio de la estructura poblacional mediante el
sistema semiautoma´tico DiversiLab R©
Para completar el ana´lisis de la estructura poblacional y obtener una imagen de e´sta
mediante otra te´cnica de tipado se empleo´ el sistema comercial semiautoma´tico DiversiLab R©.
Este sistema se basa en la realizacio´n de repPCR.
Para la realizacio´n de la te´cnica de las dos colecciones anteriormente analizadas, se
seleccionaron aislados representativos, tanto por su pertenencia a complejos clonales
o clones representativos definidos por MLST como por los determinantes gene´ticos de
resistencia que presentaban.
De la coleccio´n que incluı´a S. pneumoniae prevacunales se seleccionaron 43 ais-
lados, de los cuales 27 presentaban como genotipo de resistencia a macro´lidos
ambos genes erm(B) y mef(E), 15 presentaban u´nicamente el gen mef(E) y tam-
bie´n se incluyo´ el u´nico aislado de esta coleccio´n con el gen mef(A).
De la coleccio´n procedente de hemocultivos se incluyeron 49 S. pneumoniae, de
los cuales 29 presentaban el determinante gene´tico de resistencia erm(B), 14 la
presencia concomitante de ambos genes erm(B) y mef(E), 5 eran portadores del
gen mef(E) y tambie´n se incluyo´ el u´nico aislado de esta coleccio´n que presentaba
el determinante gene´tico de resistencia a los macro´lidos mef(A).
El ana´lisis se realizo´ en funcio´n de los resultados obtenidos mediante eBURST. Para
el agrupamiento de los aislados se identificaron los patrones de geles virtuales utilizando
la aplicacio´n informa´tica de ana´lisis del sistema Diversilab R©. De los tres tipos de ana´lisis
para calcular los porcentajes de similitud entre las diferentes muestras que proporciona
estes sistema , se emplearon dos, el ana´lisis de correlacio´n de Pearson (PC) y el ana´li-
sis Extended Jacard (XJ). El ana´lisis se realizo´ de forma global con todos los aislados
escogidos de cada coleccio´n y, de forma individual para cada una de las colecciones con
cada complejo clonal, los clones formados por ma´s de un aislado y los singleton clones.
4.3.1. Coleccio´n prevacunal
4.3.1.1. Ana´lisis global
Mediante el ana´lisis global de los 43 aislados seleccionados empleando el me´todo de
correlacio´n de Pearson se describieron 15 patrones diferentes, 6 de los cuales se orga-
nizaron en dos grupos. El primer grupo (grupo 1) se describio´ formado por tres patrones
(patro´n 4, 5 y 6). El patro´n que ma´s aislados agrupo´ fue el 6, que incluyo´ 8 aislados,
tres de ellos pertenecientes al clon Denmark14-32 y dos al clon Spain6B-2. El patro´n
4 agrupo´ seis aislados, entre ellos los tres que definieron el complejo clonal ST135-
ST2638. El u´ltimo patro´n perteneciente a este grupo fue el patro´n 5 que agrupo´ dos
aislados uno perteneciente al complejo clonal Spain9V-3 y el otro al clon Spain23F-1.
El grupo 2 estaba formado tambie´n por tres patrones, el 7, 8 y 9. El ma´s numeroso
fue el 7, que agrupo´ a cuatro aislados, que al igual que los dos aislados que formaban el
patro´n 9, pertenecı´an al complejo clonal Spain9V-14. El patro´n 8 estaba formado por los
tres aislados que formaban el clon ST549.
Entre el resto de patrones so´lo los patrones 1 y 10 agruparon aislados pertenecientes
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a un mismo clon o grupo clonal; al clon ST62 y al complejo clonal Spain9V-3 respectiva-
mente.
Entre los aislados que formaban el resto de patrones, no se encontro´ relacio´n por ST,
clomplejo clonal o clon (fig. 4.11).
Empleando el ana´lisis XJ, se describieron 29 patrones diferentes, organiza´ndose 6
de ellos en tres grupos diferentes. Formando el primer grupo se encontraron los pa-
trones 1 y 2, cada uno de ellos compuesto por dos aislados, no relacionados entre sı´.
Sin embargo 2 de los aislados integrados en este grupo (pertenecientes a dos patrones
diferentes) formaban parte del clon Denmark14-32 (representados por cuatro aislados).
El grupo dos estaba formado por los patrones 5 y 6. El patro´n ma´s numeroso fue el 6
que comprendı´a 4 aislados, entre ellos 2 de los 3 aislados que formaban el complejo
clonal ST135-ST2638. En el patro´n 5, formado por dos aislados se encontraba el tercer
representante de este complejo clonal.
El tercer grupo estaba formado por 2 patrones que a su vez contenı´an 2 aislados cada
uno, sin relacio´n epidemiolo´gica o clonal por MLST entre ellos.
Entre el resto de los patrones descritos, cabe destacar que el patro´n 12 agrupo´ 2 de los
3 aislados que pertenecı´an al clon ST62 y que en el resto de patrones no sencontro´ re-
lacio´n clonal entre los aislados que los formaban (en el que caso de que fuera ma´s de
uno) mientras que aisaldos de un mismo clon se clasificaron como patrones diferentes
(fig. 4.12).
4.3.1.2. Ana´lisis por complejos clonales y clones
4.3.1.2.1. Complejo clonal Spain9V-3 Se estudiaron 10 aislados, todos ellos con el
gen mef(E). Empleando el coeficiente de correlacio´n de Pearson (PC) se separaron en
dos patrones principales; el primero de ellos formado por 4 aislados, tres de ellos perte-
necientes a la ST557 y el restante a la ST2636. De los 4, 2 presentaban el serotipo 14 y
los otros 2 el 19A. El patro´n 2 estaba formado por 6 aislados, 5 de ellos pertenecientes
a la ST557 con serotipo 14 y el sexto aislado perteneciente a la ST44, igualmente de
serotipo 14 (fig. 4.13).
Segu´n al ana´lisis XJ, se definieron 4 patrones. El patro´n 1 agrupo´ los mismos aislados
que el patro´n 2 definido por PC, el patro´n 2 estaba formado por 2 aislados pertenecien-
tes a las ST557 y ST2637 y a los serotipos 14 y 19A respectivamente. El patro´n 3 se
definio´ por un aislado de ST557 y serotipo 14 y el patro´n 4 por un aislado de ST2636 y
serotipo 19A (fig. 4.14).
4.3.1.2.2. Complejo clonal Spain6B-2 Dentro de este complejo clonal se estudiaron
3 aislados, pertenecientes al serotipo 6B con el mecanismo dual erm(B)+mef(E), tanto
por PC como por XJ se definieron 2 patrones de gel virtual, uno agrupando los 2 aislados
con ST1624 y ST1542 (ambos dlv de la ST90 que define el clon), y otro patro´n, para el
aislado perteneciente a la ST90.
4.3.1.2.3. Complejo clonal ST135-ST2638 Empleando los dos tipos de ana´lisis PC y
XJ, los 3 aislados agrupados en este complejo clonal se clasificaron en un mismo patro´n
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de gel virtual, au´n perteneciendo 2 de ellos a la ST135 y el restante ST2638. Los 3
asilados pertenecı´an al serotipo 6B y portaban los genes erm(B) y mef(E).
4.3.1.2.4. Complejo clonal Sweden15A-25 Los 2 aislados estudiados presentaron
un patro´n diferente cada uno de ellos, analizando los patrones de gel virtual por los
me´todos PC y XJ. Ambos pertenecen al serotipo 15A, presentaban el mecanismo dual
de resistencia erm(B)+mef(E), y la u´nica diferencia era la ST a la que pertenecı´an, uno
de ellos ST63 (que define el clon Sweden15A-25) y el otro ST1149, slv de ST63.
4.3.1.2.5. Clon Denmark14-32 Los 4 aislados agrupados en este clon (ST276), per-
tenecı´an al serotipo 19A, portaban mecanismos duales de resistencia a los macro´lidos y
se clasificaron como un u´nico patro´n de gel virtual por rep-PCR, analizados tanto por PC
como por XJ.
4.3.1.2.6. Clon ST549 Los 3 aislados que formaban este clon se agruparon en un mis-
mo patro´n de rep-PCR, perteneciendo 2 de ellos al serotipo 23F y otro al 19F, mediante
ana´lisis por PC. Sin embargo, analizando los patrones de gel virtual por XJ, los 2 ais-
lados pertenecientes al serotipo 23F conformaron un patro´n de gel virtual y el aislado
de serotipo 19F se clasifico´ en un patro´n diferente. Estos tres aislados tenı´an los genes
mef(E) y erm(B).
4.3.1.2.7. Clon ST62 Se estudiaron 3 aislados, todos ellos pertenecientes al serotipo
11A y portadores del gen mef(E) que se agruparon mediante ana´lisis de geles virtuales
en un u´nico patro´n, mediante el ana´lisis por PC. Mediante ana´lisis por XJ, se definieron
2 patrones, uno formado por 2 de los aislados que formaban el u´nico patro´n definido por
PC, y un segundo patro´n, formado por un aislado con una imagen de gel virtual en la que
se apreciaban diferencias en las bandas (fig. 4.15).
4.3.1.2.8. Clon Spain23F-1 Los 2 aislados estudiados pertenecı´an ambos a la ST81
(que define el clon), pertenecı´an al serotipo 23F yportaban ambos determinantes gene´ti-
cos de resistencia mef(E) y erm(B). Presentaron el mismo patro´n de gel virtual emplean-
do ambos me´todos de ana´lisis PC y XJ.
4.3.1.2.9. Clones independientes Se incluyeron 13 singleton clones representados
por un so´lo aislado. El ana´lisis realizado mediante el me´todo PC definio´ 6 patrones di-
ferentes y un grupo representado por 2 patrones, no encontrando una relacio´n entre los
aislados incluidos en cada uno de los patrones con los serotipos o genes de resistencia.
El patro´n ma´s numeroso (P4) estaba compuesto por 5 aislados, 4 de ellos con los de-
terminantes gene´ticos de resistencia erm(B) y mef(E) y el quinto correspondio´ al aislado
representante del clon England14-9, perteneciente al serotipo 14 y u´nico aislado de esta
coleccio´n con el gen mef(A).
El segundo patro´n segu´n nu´mero de aislados (P1) agrupaba 3 aislados, todos ellos
portadores de los genes erm(B) y mef(E), uno de ellos representante del clon Poland6B-
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20. Este patro´n formaba un grupo con un patro´n formado por un u´nico aislado que tam-
bie´n presentaba ambos mecanismos gene´ticos de resistencia.
Un tercer patro´n agrupo´ 2 aislados, cada uno de ellos portador de mecanismos duales
y del gen mef(E).
Por u´ltimo, se definieron dos patrones independientes ma´s, formado por un aislado ca-
da uno de ellos, entre los que se encontraba el aislado representante del clon NorwayNT-
42 (fig. 4.16).
Mediante el me´todo de ana´lisis XJ, se definieron nueve patrones diferentes, dos de
ellos (P1 y P2) agruparon 3 aislados cada uno.
El patro´n 1 agrupo´ 3 aislados de diferentes ST (ST2322, ST271 y ST315), todos ellos
con los genes erm(B) y mef(E), entre los que se encontraba el clon Poland6B-20. De los
3 aislados que formaron el patro´n P2, dos de ellos tenı´an los genes erm(B) y mef(E),
perteneciendo a la ST260 y ST87, mientras que el tercer aislado era el u´nico portador
del gen mef(A), perteneciente al clon England14-9, que se define por la ST9.
El resto de los aislados considerados dentro de un mismo patro´n por el me´todo XJ se
asignaron tambie´n al mismo patro´n por el me´todo PC.
El resto de los patrones definidos estaban formados por un u´nico aislamiento y so´lo se
definio´ un grupo entre los patrones P5 y P6 (fig. 4.17).
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CC/Clon	   Serotipo	   Genotipo	  ST2708	   31	   mef(E)	  CC-­‐Sweden15A-­‐25	   15A	   erm(B)+mef(E)	  SST2639	   10A	   erm(B)+mef(E)	  ST62	   11A	   mef(E)	  ST62	   11A	   mef(E)	  ST62	   11A	   mef(E)	  ST271	   19F	   erm(B)+mef(E)	  CC-­‐Sweden15A-­‐25	   15A	   erm(B)+mef(E)	  ST2322	   10A	   erm(B)+mef(E)	  Poland6B-­‐20	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST1489	   6B	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST2819	   9V	   mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST73	   15A	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  ST17	   14	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  ST87	   19F	   erm(B)+mef(E)	  ST135-­‐ST2638	   6B	   erm(B)+mef(E)	  England14-­‐9	   14	   mef(A)	  ST135-­‐ST2638	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST260	   3	   erm(B)+mef(E)	  ST135-­‐ST2638	   6B	   erm(B)+mef(E)	  Spain23F-­‐1	   23F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  Spain23F-­‐1	   23F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  ST549	   19F	   erm(B)+mef(E)	  ST549	   23F	   erm(B)+mef(E)	  ST549	   23F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  NorwayNT-­‐42	   9V	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   19A	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   19A	   mef(E)	  
Figura 4.11: Ana´lisis global de los resultados obtenidos mediante DiversiLab R© por el
me´todo PC de la coleccio´n prevacunal
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CC/Clon	   Serotipo	   Genotipo	  ST73	   15A	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST17	   14	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  England14-­‐9	   14	   mef(A)	  ST135-­‐ST2638	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST260	   3	   erm(B)+mef(E)	  ST135-­‐ST2638	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST87	   19F	   erm(B)+mef(E)	  ST135-­‐ST2638	   6B	   erm(B)+mef(E)	  Spain23F-­‐1	   23F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain23F-­‐1	   23F	   erm(B)+mef(E)	  ST549	   23F	   erm(B)+mef(E)	  ST549	   23F	   erm(B)+mef(E)	  ST549	   19F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  ST1489	   6B	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  NorwayNT-­‐42	   9V	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   19A	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   19A	   mef(E)	  ST2322	   10A	   erm(B)+mef(E)	  Poland6B-­‐20	   6B	   erm(B)+mef(E)	  ST271	   19F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Sweden15A-­‐25	   15A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Sweden15A-­‐25	   15A	   erm(B)+mef(E)	  ST62	   11A	   mef(E)	  ST62	   11A	   mef(E)	  ST62	   11A	   mef(E)	  ST2708	   31	   mef(E)	  ST2639	   10A	   erm(B)+mef(E)	  ST2819	   9V	   mef(E)	  
Figura 4.12: Ana´lisis global de los resultados de DiversiLab R© por el me´todo XJ de la
coleccio´n prevacunal
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Figura 4.13: Coleccio´n prevacunal CC Spain9V-3. Ana´lisis por el me´todo PC
Figura 4.14: Coleccio´n prevacunal CC Spain9V-3. Ana´lisis por el me´todo XJ
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Figura 4.15: Coleccio´n prevacunal Clon ST62. Ana´lisis por los me´todos PC y XJ
Figura 4.16: Coleccio´n prevacunal singleton clones. Ana´lisis por el me´todo PC
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Figura 4.17: Coleccio´n prevacunal singleton clones. Ana´lisis por el me´todo XJ
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4.3.2. Coleccio´n de Hemocultivos
4.3.2.1. Ana´lisis global
Se realizo´ un ana´lisis global de los 49 aislados seleccionados de la coleccio´n de he-
mocultivos mediante los dos me´todos descritos anteriormente.
Empleando el me´todo PC se describieron 26 patrones y dos grupos. El primer gru-
poestaba formado por dos patrones (patro´n 7 y 8) que englobaban cada uno de ellos 3
y 2 aislados respectivamente. Cuatro de los 5 aislados formadores de este grupo perte-
necı´an al complejo clonal Spain9V-14. El grupo dos estaba formado por 4 aislados, 3 de
ellos pertenecientes al complejo clonal Spain9V-14 divididos en 2 patrones de 2 aislados
cada uno.
Entre los patrones de DiversiLab R©que englobaban ma´s de un aislado se asociaron
miembros de clones y complejos clonales. El patro´n 1 agrupo´ cuatro de los cinco aislados
que formaban el clon Sweden15A-25. A su vez el patro´n 2 agrupo´ los 2 aislados que
formaron el complejo clonal ST55-ST62. Asimismo los patrones 4 y 6 agruparon los 3
aislados que formaban el clon ST1866 (patro´n 4) el complejo clonal Spain23F-1 (patro´n
6) mientras que de los tres aislados que formaban el patro´n 5, dos pertenecı´an al clon
Denmark14-32. El resto de los aislados se clasificaron como patrones independientes
aunque existiera relacio´n clonal por eBURST entre ellos(fig. 4.18).
Empleando el me´todo XJ se observo´ mucha menos agrupacio´n que mediante el me´to-
do anteriormente descrito ya que entre los 49 aislados se describieron 41 patrones di-
ferentes y dos grupos. El primer grupo estaba formado por 2 patrones que agrupaban
los 3 aislados pertenecientes al clon ST1866. El grupo 2 estaba formado por 2 patrones,
formados a su vez por un aislado cada uno, siendo e´stos los 2 aislados formadores del
complejo clonal ST55-ST62.
El patro´n 3 agrupo´ dos aislados pertenecientes al clon Sweden15A-25 y los aislados
restantes se distribuyeron en patrones independientes cada uno de ellos (fig. 4.19).
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CC/Clon	   Serotipo	   Genotipo	  Sweden15A-­‐25	   19A	   erm(B)	  Sweden15A-­‐25	   19A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)+mef(E)	  Sweden15A-­‐25	   19A	   erm(B)	  Sweden15A-­‐25	   19A	   erm(B)	  ST55-­‐62	   11A	   mef(E)	  ST55-­‐62	   19A	   mef(E)	  ST386	   3	   erm(B)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)	  ST227	   1	   erm(B)	  ST30	   9V	   erm(B)	  ST42	   23A	   erm(B)+mef(E)	  ST89	   19F	   erm(B)	  CC	  Spain9V-­‐3	   11A	   erm(B)+mef(E)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)	  ST42	   23A	   erm(B)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)	  ST1866	   4	   erm(B)+mef(E)	  ST1866	   4	   erm(B)	  ST1866	   4	   erm(B)+mef(E)	  ST717	   33	   erm(B)+mef(E)	  ST89	   19F	   erm(B)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)	  England14-­‐9	   14	   mef(E)	  England14-­‐9	   14	   mef(E)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)	  ST1706	   15B	   erm(B)	  CC	  Spain6B-­‐2	   6B	   erm(B)	  ST3427	   6A	   erm(B)	  ST3427	   6A	   erm(B)	  CC	  Spain9V-­‐3	   11A	   erm(B)	  ST193	   15B	   erm(B)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)	  Denmark14-­‐32	   19A	   erm(B)	  ST461	   10A	   erm(B)	  CC	  Spain23F	   18C	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain23F	   23F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain23F	   23F	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)	  ST473	   6A	   erm(B)+mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   mef(E)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)	  ST30	   16	   erm(B)	  CC	  Spain9V-­‐3	   14	   erm(B)	  CC	  Spain9V-­‐3	   19F	   erm(B)	  +mef(E)	  Sweden15A-­‐25	   19A	   erm(B)	  
Figura 4.18: Ana´lisis global de los resultados de DiversiLab R© por el me´todo PC de la
coleccio´n de hemocultivos
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Figura 4.19: Ana´lisis global de los resultados de DiversiLab R© por el me´todo XJ de la
coleccio´n de hemocultivos
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4.3.2.2. Ana´lisis por complejos clonales y clones
4.3.2.2.1. Complejo clonal Spain9V-3 Dentro de este complejo clonal se estudiaron
11 aislados, de los cuales, 8 pertenecı´an a la ST557 y 3 a la ST2246.
Mediante el ana´lisis por el me´todo PC se observo´ la presencia de 9 patrones y tres gru-
pos. El patro´n 1 estaba formado por 3 aislados, todos ellos pertenecientes a la ST557, de
serotipo 14 y uno de ellos portador del gen erm(B), otro de ellos portador del gen mef(E),
mientras que el tercero era portador de ambos mecanismos de resistencia erm(B) y
mef(E). El resto de los patrones encontrados estaban formados por un aislado cada uno
de ellos (fig. 4.20).
El grupo ma´s numeroso en nu´mero de aislados fue el grupo dos en el que los 3 aisla-
dos del patro´n uno formaron un grupo con el aislado del patro´n 4, perteneciente tambie´n
a la ST557, de serotipo 14 y con el gen mef(E) como determinante gene´tico de resisten-
cia.
El grupo uno estaba formado por dos aislados, de ST557, serotipo 14 y cada uno de
ellos portando el gen erm(B) y la combinacio´n de genes mef(E) y erm(B) respectivamen-
te.
El u´ltimo grupo encontrado fue el grupo tres, formado por 2 aislados, uno de ellos de
557, serotipo 14 y portador erm(B) y mef(E) y el otro aislado de ST2246, perteneciente
al serotipo 9V y portador del gen erm(B). Los aislados restantes de clasificaron como
patrones independientes.
Mediante el ana´lisis realizado por el me´todo XJ, se clasificaron los once aislados per-
tenecientes a este complejo clonal en 8 patrones, 3 de los cuales (patrones 1, 2 y 3)
agruparon dos aislados cada uno.
Los aislados del patro´n uno pertenecı´an todos a la ST557, al serotipo 14 y eran porta-
dores de los genes erm(B)+mef(E).
Los aislados formadores del patro´n 2 pertenecı´an a las ST2246 y ST557 y a los sero-
tipos 11A y 14 respectivamente, siendo portadores ambos del gen erm(B).
Los 2 aislados formadores del patro´n tres pertenecı´an a la ST557, a los serotipo 14
y 19A y eran portadores del gen mef(E) y de los genes erm(B)+mef(E) respectivamente
(fig. 4.21).
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Figura 4.20: Coleccio´n hemocultivos CC Spain9V-3. Ana´lisis por el me´todo PC
Figura 4.21: Coleccio´n hemocultivos CC Spain9V-3. Ana´lisis por el me´todo XJ
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4.3.2.2.2. Complejo clonal Denmark14-32 Entre los 5 aislados que formaban este
complejo clonal, cuatro pertenecı´an a la ST276 y al serotipo 19A y uno a la ST230 y
al serotipo 24. Todos ellos portaban el gen erm(B). Empleando el ana´lisis por PC se
observaron 3 patrones diferentes de gel virtual, en el patro´n uno se agruparon 2 aislados
de ST y serotipos diferentes (ST276 y ST230 y serotipos 19A y 24 respectivamente),
el patro´n 2 agrupando 2 aislados y un tercer patro´n formado por un u´nico aislado con
las mismas caracterı´sticas que los formadores del patro´n dos. un aislado de ST276 y el
aislado ST230 y un tercer patro´n formado por un aislado ST276.
A pesar de pertenecer los 5 aislados a la misma ST y serotipo, mediante el ana´lisis XJ,
se describio´ un grupo formado por 2 patrones (3 y 4) de un aislado cada uno de ellos,
loa 3 aislados restantes se clasificaron como patrones independientes.
4.3.2.2.3. Complejo clonal Spain6B-2 Mediante ana´lisis por PC, se observaron 2
patrones entre los 3 aislados que formaban este complejo clonal. Uno agrupando los
pertenecientes a la ST90, de serotipo 6B y portadores del gen erm(B), y otro definido
por el aislado restante, perteneciente a la ST1624, de serotipo 6B tambie´n y portador de
los genes erm(B) y mef(E). Sin embargo, mediante el ana´lisis por XJ, los tres aislados se
clasificaron como patrones independientes.
4.3.2.2.4. Complejo clonal Spain23F-1 De los 3 aislados que formaban este com-
plejo clonal, 2 pertenecı´an a la ST932 y presentaban el serotipo 23F, mientras que el
tercero pertenecı´a a la ST285 y al serotipo 18C y todos estos aislados eran portadores
de los genes erm(B) y mef(E).
Mediante el ana´lisis por PC se asigno´ un mismo patro´n a estos 3 aislados, mientras
que mediante XJ, cada aislado conformaba un patro´n, pero todos ellos se clasificaban
en un mismo grupo.
4.3.2.2.5. Complejo clonal ST62-ST55 Los 2 aislados que forman este complejo clo-
nal se agruparon bajo un mismo patro´n de rep-PCR tanto mediante ana´lisis por el me´to-
do PC como por el XJ, a pesar de pertenecer cada uno a una ST (ST62 y ST55) y a un
serotipo diferente (19A y 11A). Ambos contenı´an el gen mef(E).
4.3.2.2.6. Clon Sweden15A-25 Mediante ana´lisis por PC entre los 5 aislados forma-
dores de este clon se describieron 3 patrones diferentes de gel virtual, 2 de los cua´les, a
su vez, conformaron un grupo (G1).
El patro´n uno (P1) fue el ma´s numeroso, formado por 3 aislados, de ST63, serotipos
19A y 15A, 2 de ellos portadores del gen erm(B) y uno de ambos genes erm(B) y mef(E).
El patro´n 2 (P2) se definio´ por un so´lo aislado de ST63, no tipable y el gen erm(B), que
formo´ un grupo con el patro´n uno, y por u´ltimo, el patro´n 3 (P3) estaba formado por el
aislado de ST63, serotipo 8 y portador del gen erm(B) (figs. 4.22 y 4.23).
Sin embargo, mediante al ana´lisis por XJ, cada uno de los cinco aislados formadores
del clon se clasifico´ como un patro´n diferente de gel virtual (fig. 4.23).
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Figura 4.22: Coleccio´n hemocultivos Clon Sweden15A-25. Ana´lisis por el me´todo PC
Figura 4.23: Coleccio´n hemocultivos Clon Sweden15A-25. Ana´lisis por el me´todo XJ
4.3.2.2.7. Clon ST1866 Mediante ana´lisis por PC, los 3 aislados pertenecientes a este
clon, de serotipo 4 se agruparon bajo un mismo patro´n, a pesar de existir diferencias en
los determinantes gene´ticos de resistencia que portaban, al contener dos de ellos el gen
erm(B) y el aislado restante la combinacio´n de genes erm(B)+mef(E).
El ana´lisis por XJ describio´ 2 patrones diferentes, uno de ellos (P1) agrupando a los
dos aislados erm(B)+mef(E) y el segundo (P2) formado por el aislado erm(B), que a su
vez formaron un u´nico grupo.
4.3.2.2.8. Clon ST89 A pesar de mostrar el mismo serotipo (19F) y ser portadores
ambos del gen erm(B), los 2 aislados pertenecientes a este clon se agruparon en un
patro´n diferente cada uno por rep-PCR, que formaba un grupo mediante ana´lisis por PC
y no formaban ningu´n grupo mediante ana´lisis por XJ.
4.3.2.2.9. Clon England14-9 Los 2 aislados, de serotipo 14 y portadores cada uno de
los genes mef(E) y mef(A) se clasificaron en patrones diferentes tanto por PC como por
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XJ.
4.3.2.2.10. Clon ST3427 Tanto mediante ana´lisis PC como XJ, los 2 aislados forma-
dores de este clon, ambos de serotipo 6A y portadores del gen erm(B), se agruparon
como patrones diferentes.
4.3.2.2.11. Clon ST42 Mediante ana´lisis PC , los 2 aislados formadores de este clon,
ambos de serotipo 23A y portadores del gen erm(B) y de los genes erm(B) y mef(E)
respectivamente, se agruparon como un u´nico patrones (P1) mientras que por XJ ambos
asilados se clasificaron en dos patrones diferentes (P1 y P2).
4.3.2.2.12. Clon ST30 Tanto mediante ana´lisis PC como XJ, los 2 aislados formadores
de este clon, ambos portadores del gen erm(B) y de los serotipos 16 y 9V, se agruparon
en patrones diferentes (P1 y P2).
4.3.2.3. Clones independientes
Se estudiaron siete aislados que formaban clones independientes. Mediante ana´lisis
por PC, se clasificaron en 7 patrones diferentes de gel virtual, y se diferenciaron dos
grupos (G1 y G2), ambos formados por 2 patrones (fig. 4.24).
Figura 4.24: Coleccio´n hemocultivos singleton clones. Ana´lisis por el me´todo PC
Mediante ana´lisis por XJ se clasificaron en siete patrones diferentes, sin formar agru-
paciones (fig. 4.25).
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Figura 4.25: Coleccio´n hemocultivos singleton clones. Ana´lisis por el me´todo XJ
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4.4. Ca´lculo de la diversidad gene´tica mediante ı´ndices
matema´ticos
Mediante el ca´lculo por me´todos matema´ticos de la diversidad gene´tica, aplicados a
ambas colecciones (prevacunal y de hemocultivos) recogidas en diferentes periodos de
tiempo es posible evaluar la poibilidad que tendrı´an estos aislados de S. pneumoniae re-
sistentes para provocar infecciones invasivas, y poder calcular matema´ticamente co´mo
influirı´a la distribucio´n diferente de los determinantes gene´ticos de resistencia a macro´li-
dos, incluyendo mecanismos duales, en este tipo de infecciones.
Mediante la aplicacio´n del ı´ndice de diversidad clonal (CD) que expresa una propor-
cio´n simple entre el nu´mero de STs halladas entre el nu´mero de aislados que expresan
un mecanismo gene´tico de resistencia a los macro´lidos determinado, tanto entre la co-
leccio´n de aislados procedentes de hemocultivos, como en la coleccio´n prevacunal, los
aislados con mayor diversidad gene´tica son los que contienen ambos genes de resisten-
cia erm(B) y mef(E) CD = 0, 78 y CD = 0, 75 respectivamente. (tab. 4.11).
Mediante la aplicacio´n del ı´ndice de Simpson (D) y de Selander-Levin (H), que calcula
la probabilidad de tomar al azar dos aislados que pertenezcan a la misma ST mediante
frecuencias relativas, se confirmarı´a que los aislados con mecanismos de resistencia
duales serı´an los que mayor diversidad gene´tica presentan, tanto en la coleccio´n de
hemocultivos (D = 0, 96 y H = 89) como en la coleccio´n prevacunal (D = 0, 97 y H =
0, 94), cabe destacar que el ca´lculo del ı´ndice de Selander-Levin (H) muestra valores
cercanos para los aislados de la coleccio´n de hemocultivos, presentando mecanismos
duales y el gen erm(B) como u´nico determinante gene´tico de resistencia a los macro´lidos.
Aplicando el ı´ndice de Shannon (H ′) se observa que tanto entre la coleccio´n de ais-
lados procedentes de hemocultivos, como en la coleccio´n prevacunal, los aislados de
S. pneumoniae portadores del gen erm(B), como u´nico gen de resistencia o acopan˜ado
del gen mef(E), la homogeneidad en la distribucio´n de la diversidad gene´tica es nota-
blemente mayor (H ′ = 3, 32 entre los aislados con mecanismos duales procedentes de
hemocultivos y H ′ = 4, 21 entre los aislados prevacunales con el mismo genotipo de
resistencia a los macro´lidos) (tab. 4.11). Estos resultados son acordes a los proporciona-
dos mediante la alicacio´n del ı´ndice de Evento (E), que expresa valores mayores entre
los aislados con mecanismos duales en ambas colecciones.
Estos resultados sugieren que el nu´mero de aislados de S. pneumoniae que podrı´an
causar infeccio´n invasiva es similar entre los aislados que contienen el gen erm(B) y los
genes erm(B) y mef(E), y que en caso de los aislados portadores del gen mef(E), el
nu´mero de aislados serı´a menor. Los resultados obtenidos mediante la aplicacio´n de los
ı´ndices de Simpson (D) y Selander-Levin (H) apoyan esta conclusio´n, expresando valo-
res menores de probabilidad de diversidad en la poblacio´n procedente de hemocultivos
(aislados conteniendo el gen mef(E) so´lo (D = 0,87 y H = 0,72; aislados conteniendo
el gen erm(B) so´lo D = 0,92 y H = 0,90 y aislados con mecanismos duales D = 0,96 y
H = 0,89) (tab. 4.11 y figs. 4.26 y 4.27).
Si se comparan los resultados obtenidos mediante el ca´lculo de los ı´ndices empleados,
entre la poblacio´n de aislados procedentes de hemocultivos, y por tanto invasivos, y los
aislados procedentes de la coleccio´n prevacunal, no invasivos, la distribucio´n de la diver-
sidad es mayor entre los aislados no invasivos (prevacunales), con valores para el ı´ndice
de evento (E) de E = 0, 54 (prevacunal) y E = 0, 39 (hemocultivos) para los aislados
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Figura 4.26: Diversidad gene´tica y distribucio´n de la diversidad entre los aislados no in-
vasivos
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Figura 4.27: Diversidad gene´tica y distribucio´n de la diversidad entre los aislados invasi-
vos
portadores del gen mef(E) como u´nico determinante gene´tico de resistencia y valores de
E = 0, 77 (prevacunal) y E = 0, 68 (hemocultivos) entre los aislados portadores de me-
canismos duales. Los resultados obtenidos mediante la aplicacio´n de diferentes ı´ndices
matema´ticos se muestran en la tabla 4.11.
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ı´ndices
Aislados invasivos Aislados no invasivos
m e+m e m+[e+m] m e+m m+[e+m]
Diversidad clonal (CD) 0.66 0.78 0.32 0.70 0.52 0.75 0.66
Simpson (D) 0.87 0.96 0.92 0.94 0.83 0.97 0.97
Selander-Levin (H) 0.72 0.89 0.90 0.89 0.78 0.94 0.94
Shannon (H ′) 1.92 3.32 3.75 3.54 2.65 4.21 4.58
Evento (E) 0.39 0.68 0.70 0.84 0.54 0.77 0.88
m: mef
e+m: erm(B)+mef(E)
e: erm(B)
m+[e+m]: mef(E)+[erm(B)+mef(E)]
Tabla 4.11: I´ndices de diversidad y distribucio´n de la diversidad entre los aislados invasi-
vos y no invasivos
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4.5. Elementos de transposicio´n
Los resultados se analizaran por separado en funcio´n del genotipo de resistencia a los
macro´lidos y de la amplificacio´n positiva del gen de resistencia a la tetraciclina, tetM, da-
da la relacio´n entre la presencia o ausencia de este gen y los transposones conjugativos.
4.5.1. Coleccio´n prevacunal
Se estudiaron 45 aislados seleccionados, de los cuales 28 presentaban amplificacio´n
positiva para los genes erm(B) y mef(E) al igual que para el gen tetM. Entre los 17 aisla-
dos que presentaban amplificacio´n positiva para los genes mef, 16 aislados mef(E) y un
aislado mef(A), en 13 no se observo´ amplificacio´n positiva para el gen tetM, observa´ndo-
se amplificacio´n positiva para dicho gen en los cuatro restantes, entre los que se incluia
el aislado portador del gen mef(A).
4.5.1.1. Deteccio´n de derivados de Tn916 y Tn917
Entre los aislados con amplificacio´n positiva para ambos genes erm(B) y mef(E) (n=28)
se detecto´ la presencia de los genes int y xis (que codifican para la integrasa y la exci-
sionasa del transposo´n Tn916) en 20 de los 28 aislados (71,4 %), mientras que en 7
de e´stos (25 %) so´lo se detecto´ la presencia del gen xis. No se detecto´ ninguno de los
los dos genes marcadores del trasnposo´n Tn916 en un aislado (3,6 %). Con respecto
a la presencia de los genes marcadores del transposo´n Tn917, tnpA y tnpR no se ob-
servo´ amplificacio´n positiva para el gen tnpA mientras que el gen tnpR fue detectado en
9 de e´stos aislados (32,1 %) (tab. 4.12).
Entre los 13 aislados portadores del gen mef(E) y con amplificacio´n negativa para el
gen tetM u´nicamente se observo´ amplificacio´n positiva para los dos genes marcadores
de la presencia del transposo´n Tn916, int y xis en dos aislados (15,4 %). Se observo´ am-
plificacio´n postiva so´lo para el gen de la integrasa en otros dos aislados (15,4 %) y el
resto (n=9, 69,2 %) no presento´ amplificacio´n positiva ni para el gen de la integrasa ni
para el de la excisionasa. Con respecto a la deteccio´n de los genes tnpA y tnpR, mar-
cadores de la presencia del transposo´n Tn917, no se detecto´ amplificacio´n positiva en
ninguno de los 13 aislados.
Entre los 4 aislados con amplificacio´n positiva para mef (4 de ellos mef(E) y uno mef(A),
y para tetM so´lo se observo´ amplificacio´n positiva para los genes int y xis en el aislados
portador del gen mef(A). No se observo´ amplificacio´n de los genes tnpA y tnpR en nin-
guno de estos aislados (tab. 4.13).
4.5.1.2. Deteccio´n de los elementos MEGA y MAS
4.5.1.2.1. Deteccio´n del elemento MEGA Entre los aislados con mecanismos dua-
les (n=28) se produjo amplificacio´n positiva para el elemento MEGA y del gen msr(D)
en todos ellos al igual que en el caso de los aislados mef(E) positivos y tetM negativos
(n=13) (tab. 4.12). Sin embargo entre los aislados mef positivos con amplificacio´n posi-
tiva tambie´n para el gen tetM (n=4), un 25 % (n=1) presento´ amplificacio´n positiva para
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el elemento MEGA y para el gen msr(D), mientras que dos de ellos (50 %) presentaron
un patro´n de bandas degradado en la amplificacio´n del elemento MEGA y amplificacio´n
negativa para el gen msr(D). El estudio del elemento MEGA de estos aislados mediante
mapas de restriccio´n se describira´ ma´s adelante. Por u´ltimo, el aislado portador del gen
mef(A) no presento´ amplificacio´n positiva para el elemento MEGA (tab. 4.13).
4.5.1.2.2. Deteccio´n del elemento MAS Entre los aislados con amplificacio´n positi-
va para los genes erm(B) y mef(E) (n=28) se observo´ amplificacio´n de los genes aphA3’
en el 17,8 % (n=5) y sat en el 10,7 % (n=3) de los mismos (tab. 4.12).
Entre el resto de aislados (portadores de genes mef) no se observo´ amplificacio´n po-
sitiva para ninguno de los marcadores del elemento MAS (tab. 4.13).
4.5.1.3. Identificacio´n de elementos derivados de Tn916 (Tn6003, Tn6002,
Tn2009 y Tn3872) mediante “mapeo” (mapping) por te´cnica de PCR
overlapping
4.5.1.3.1. Mapping 1 Mediante la reaccio´n mapping 1 se detecta el amplico´n forma-
do por la regio´n orf19-orf20 del transposo´n Tn916. Sı´ este amplico´n es normal (1,2 kb)
indica que no hay elementos insertados en esa regio´n. Sı´ este amplico´n es de 13 kb
sugiere la insercio´n del elemento MAS en esa regio´n y por tanto la posible presencia de
los transposones derivados Tn6003 y Tn6002.
Entre los aislados con mecanismos duales (n=28) se detecto´ la presencia de un am-
plico´n de 13 kb en 11 aislados (39,3 %) y 14 (50 %) presentan amplicones tanto de 13
kb como de 1,2 kb sugiriendo la existencia de ma´s de una copia del trasposo´n Tn916.
Los 3 aislados restantes (10,7 %) presentaron bandas mu´ltiples de amplificacio´n para
esta reaccio´n, lo que podrı´a interpretarse como modificaciones en las secuencias de
hibridacio´n de los cebadores (tab. 4.12).
Entre los aislados con amplificacio´n positiva para el gen mef(E) y negativa para tetM
(n=13) so´lo se observa amplificacio´n de 1,2 kb en los 2 aislados (15,4 %) en los que se
detecto´ la presencia de ambos genes int y xis.
Entre los aislados con amplificacio´n positiva para los genes mef y tetM (n=4) so´lo
hubo amplificacio´n de 1,2 kb en el aislado portador del gen mef(A), que a su vez habı´a
presentado amplificacio´n positiva para int y xis (tab. 4.13).
4.5.1.3.2. Mapping 2 Mediante esta reaccio´n se detecta si hay inserciones en la re-
gio´n comprendida entre tetM (orf12 del transposo´n Tn916) e int. El taman˜o de producto
esperado sin inserciones es de 5,8 kb y con la insercio´n de MEGA ( cuyo taman˜o es de
5,5 kb) indicarı´a la existencia de Tn2009 y el taman˜o del amplico´n esperado serı´a de
11,3 kb.
Entre los 28 aislados con mecanismos duales para los genes de resistencia a los
macro´lidos, 8 de ellos (28,6 %) presentaron amplicones de 11,3 kb indicando la posible
existencia del elemento Tn2009. Los 20 restantes (71,4 %) presentaron amplicones de
5,8 kb. Dado que la amplificacio´n para el elemento MEGA en estos 20 aislados fue po-
sitiva, este resultado indica que dicho elemento no se encuentra asociado a Tn916 en
estos aislados (tab. 4.12).
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Entre los 13 aislados con amplificacio´n postiva para mef(E) y negativa pata tetM so´lo
hubo amplificacio´n positiva en los 2 aislados positivos para int y xis y el taman˜o del
amplico´n fue de 5,8 kb por lo que se indica que el elemento MEGA (presente en los 13
aislados) no se encuentra insertado en Tn916 en los dos aislados en los que se infiere
su presencia mediante los genes int y xis.
Entre los 4 aislados con amplificacio´n positiva para los genes mef y tetM, en el u´nico
aislado en el que se sugerirı´a la presencia de Tn916 (que es el aislado positivo para el
gen mef(A)) el amplico´n de la regio´n entre tetM e int fue de 5,8pb como se esperaba, ya
que este aislado no presentaba el elemento MEGA (tab. 4.13).
4.5.1.3.3. Mapping 3 Mediante esta amplificacio´n se comprueba si el elemento ME-
GA se encuentra insertado dentro de la secuencia de Tn916 mediante la presencia de
un amplico´n de 9 kb.
Entre los aislados con mecanismos duales, se observa la presencia de este amplico´n
en 9 aislados (32,1 %) de los cuales 2 no presentaban amplificacio´n compatible con al
presencia de MEGA en Tn916 mediante la reaccio´n mapping 2. En contraste, uno de los
aislados en los que el resultado de la reaccio´n mapping 2 sı´ que indicarı´a la presencia
de MEGA dentro de la secuencia de Tn916 no dio amplificacio´n positiva en esta reaccio´n
(tab. 4.12).
Entre los aislados mef(E) positivos y tetM negativos no se observa amplificacio´n po-
sitiva en esta reaccio´n confirmando que el elemento MEGA no se encuentra ligado a
Tn916. En el caso del aislado portador de mef(A) y con amplificacio´n positiva de tetM
tampoco se observo´ amplificacio´n positiva para esta reaccio´n, resultado esperable dado
que dicho aislado no es portador de MEGA (TAb. 4.13).
4.5.1.3.4. Mapping 4 Un resultado positivo para esta reaccio´n indicarı´a la insercio´n
de Tn917 en la secuencia de Tn916, es decir, la presencia de Tn3872.
Entre los aislados duales so´lo hubo amplificacio´n positiva en 5 (17,9 %) de los 9 ais-
lados con presencia del gen tnpR, de forma que en los 4 aislados restantes Tn917 se
encontrarı´a independiente de Tn916 (tab. 4.12).
En el resto de los aislados de la coleccio´n prevacunal estudiados no se observa ampli-
ficacio´n positiva en esta reaccio´n, resultado consistente con la ausencia de amplificacio´n
de los genes marcadores de la presencia de Tn917 tnpA y tnpR tab. 4.13).
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4.5.2. Coleccio´n de hemocultivos
Se estudiaron 20 aislados seleccionados, de los cuales 14 presentaban amplificacio´n
positiva para los genes erm(B) y mef(E) y a su vez de estos, 9 presentaron amplificacio´n
positiva para el gen tetM, mientras que entre los 6 aislados que presentaban amplifica-
cio´n positiva para los genes mef ninguno fue positivo para tetM.
4.5.2.1. Deteccio´n de derivados de Tn916 y Tn917
Entre los aislados con amplificacio´n positiva para ambos genes erm(B) y mef(E) y
positiva para tetM (n=9) se detecto´ la presencia de ambos genes int y xis (que codifican
para la integrasa y la excisionasa del transposo´n Tn916) en 7 de e´stos (77,8 %) mientras
que en los dos aislados restantes no se observo´ amplificacio´n para ninguno de los dos
genes. En cuanto a la presencia de Tn917, 3 de e´stos 9 aislados (33,3 %) mostraron
amplificacio´n positiva tanto para tnpA como para tnpR, mostrando a su vez, tambie´n
postiva para int y xis.
Entre los aislados con amplificaciones duales y tetM negativo (n=5) 3 de ellos (60 %)
mostraron amplificacio´n positiva para ambos genes marcadores de Tn916 mientras que
para los dos genes marcadores de la presencia de Tn917 so´lo mostraron amplificacio´n
positiva 2 (40 %) en los que a su vez tambie´n se detecto´ la presencia de los genes int y
xis.
Entre los 6 aislados con amplificacio´n positiva para el gen mef uno de ellos mostro´ am-
plificacio´n positiva para el subtipo mef(A) y los cinco restantes lo hicieron para el subtipo
mef(E). En ninguno de ellos se encontro´ amplificacio´n positiva para el gen tetM. U´ni-
camente se encontro´ amplificacio´n positiva con respecto a los genes int y xis en uno
de estos aislados, sin encontrarse amplificacio´n positiva para los marcadores de Tn917
(tab. 4.14).
4.5.2.2. Deteccio´n de los elementos MEGA y MAS
4.5.2.2.1. Deteccio´n del elemento MEGA Entre los aislados con mecanismos dua-
les (n=14) se produjo amplificacio´n positiva para el elemento MEGA y del gen msr(D) en
todos ellos al igual que en el caso de los aislados mef(E) positivos (n=6). No se produ-
jo amplificacio´n para ninguna de las dos reacciones en el aislado portador del subtipo
mef(A) (tab. 4.14).
4.5.2.2.2. Deteccio´n del elemento MAS Entre los aislados con amplificacio´n posi-
tiva para los genes erm(B) y mef(E) y amplificacio´n positiva para el gen tetM, so´lo se
observo´ amplificacio´n positiva para el gen aphA3’ en dos aislados (que a su vez pre-
sentaron marcadores de la presencia de Tn916 y Tn917). Entre el resto de aislados con
mecanismos duales y amplificacio´n negativa para el gen tetM, so´lo se observo amplifica-
cio´n positiva para el gen aphA3’ en uno de ellos. Con respecto a los aislados portadores
de genes mef so´lo se observo´ amplificacio´n positiva para aphA3’ en el mismo aislado
con marcadores de Tn916. No se observo´ amplificacio´n positiva para el resto de los ge-
nes marcadores del elemento MAS (sat y cat) en ninguno de los aislados procedentes
de hemocultivos (tab. 4.14).
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4.5.2.3. Identificacio´n de elementos derivados de Tn916 (Tn6003, Tn6002,
Tn2009 y Tn3872) mediante “mapeo” (mapping) por te´cnica de PCR
overlapping
4.5.2.3.1. Mapping 1 Mediante la reaccio´n mapping 1 se detecta el amplico´n forma-
do por la regio´n orf19-orf20 del transposo´n Tn916. Sı´ este amplico´n es normal (1,2 kb)
indica que no hay elementos insertados en esa regio´n. Sı´ este amplico´n es de 13 kb
sugiere la insercio´n del elemento MAS en esa regio´n y por tanto la presencia de los
transposones derivados Tn6003 y Tn6002.
Entre los aislados con mecanismos duales y tetM positivo (n=9) se detecto´ la presen-
cia de un amplico´n de 1,2 kb en los 7 aislados con presencia de Tn916 sin amplificacio´n
positiva en los dos restantes. Entre los aislados con amplificaciones duales y tetM nega-
tivos (n=5) se observo´ un amplico´n de 1,2 kb en los 3 aislados con presencia de Tn916
y entre los aislados portadores de los genes mef se observo´ amplificacio´n positiva pa-
ra esta reaccio´n so´lo en el aislado con amplificacio´n positiva para los genes int y xis
(tab. 4.14).
4.5.2.3.2. Mapping 2 Mediante esta reaccio´n se detecta si hay inserciones en la re-
gio´n comprendida entre tetM (orf12 del transposo´n Tn916) e int. El taman˜o de producto
esperado sin inserciones es de 5,8 kb y con la insercio´n de MEGA ( 5,5 kb) indicarı´a la
existencia de Tn2009 y el taman˜o del amplico´n esperado serı´a de 11,3 kb.
En el caso de los aislados con mecanismos duales y amplificacio´n positiva para tetM
(n=9) no se observa resultado positivo en los 2 aislados en los que no se encontraron
marcadores de Tn916, 6 de ellos amplifican el taman˜o de amplico´n esperado y 1 de
ellos presenta una amplificacio´n de 11,3 kb sugiriendo la posible presencia del elemento
Tn2009.
Un perfil similar se observa entre los resultados obtenidos de los aislados con me-
canismos duales y amplificacio´n negativa para el gen tetM (n=5), de forma que no hay
amplificacio´n en los dos u´nicos aislados que no presentaban marcadores de Tn916 y
entre los 3 restantes, en dos se encontro´ el taman˜o de amplico´n esperado y en el aislado
restante se encontro´ un amplico´n que sugirio´ la insercio´n de MEGA dentro del elemento
Tn916 pudiendo inferirse la presencia de Tn2009.
Con respecto a los aislados portadores de genes mef so´lo se observa amplificacio´n en
el u´nico aislado con marcadores positivos para Tn916 observa´ndose una doble amplifi-
cacio´n, un amplico´n de 11,3 kb y un segundo amplico´n del taman˜o esperado en ausencia
de inserciones (5,8 kb). Dado este resultado, podrı´a sugerirse la existencia de ma´s de
una copia del transposo´n Tn916 (tab. 4.14).
4.5.2.3.3. Mapping 3 En el caso de esta amplificacio´n hubo resultados discordantes
con repecto a los obtenidos mediante la reaccio´n mapping 2.
El aislado con mecanismos duales y tetM positivo en el que adema´s se observo´ un
amplico´n de 11,3 kb mediante la reaccio´n mapping 2 en esta reaccio´n muestra amplifica-
cio´n y un amplico´n compatible con la insercio´n de MEGA en Tn916. Entre los 6 aislados
con taman˜o de amplico´n para mapping 2 de 5,8 kb, tres de ellos no amplifican esta reac-
cio´n (lo que indicarı´a que el elemento MEGA no esta´ insertado en el transposo´n Tn916)
4.5 Ana´lisis de los aislados pertenecientes al complejo clonal mayoritario 129
y los otros tres presentan dobles amplicones, de taman˜o esperado y taman˜os inferiores,
lo que podrı´a sugerir la existencia de ma´s de una copia del transposo´n Tn916 en estos
aislados y posibles inserciones en e´ste. Esto necesitara´ de estudios ma´s profundos en
este campo para demostrarse.
Entre el resto de aislados, ya sea los portadores de mecanismos duales y tetM ne-
gativo, como los portadores de genes mef, so´lo se encontro´ reaccio´n de amplificacio´n
positiva para esta reaccio´n, como cabı´a esperar, en los dos aislados (uno de cada gru-
po) en los que, el amplico´n amplificado mediante la reaccio´n mapping 2 fue de 11,2 kb,
sugiriendo esto la insercio´n del elemento MEGA en el Tn916 (tab. 4.14).
4.5.2.3.4. Mapping 4 El hecho de que no se encontrara un resultado positivo para
esta reaccio´n en ninguno de los aislados procedentes de la coleccio´n de hemocultivos in-
dicarı´a que no hay insercio´n de Tn917 en la secuencia de Tn916, es decir, no se observa
la presencia de Tn3872 (tab. 4.14).
4.5.3. Ana´lisis de los aislados pertenecientes al complejo clonal
mayoritario
Con objeto de poder asociar los resultados obtenidos mediante el estudio de las es-
tructuras relacionadas con el transposo´n conjugativo Tn916 y los aislados, tanto de la
coleccio´n prevacunal como de hemocultivos, del complejo clonal que ma´s aislados agru-
paba, se seleccionaron los 17 aislados pertenecientes al CC Spain9V-3. 10 de estos
aislados procedieron de la coleccio´n prevacunal y eran portadores del gen mef(E) co-
mo u´nico dterminante gene´tico de resistencia, mientras que los 7 restantes procedieron
de la coleccio´n de hemocultivos y eran todos ellos portadores de los mecnismos duales
de resistencia a la eritromicina erm(B)+mef(E). Los aislados de la coleccio´n prevacunal
(n=10), ninguno de ellos presento´ amplificacio´n positiva para el gen tetM y so´lo uno de
ellos presento´ amplificacio´n positiva para los genes int y xis, sugiriendo la presencia del
transposo´n conjugativo Tn916. Este aislado tambie´n amplifico´ la reaccio´n mapping 1 con
un taman˜o de 1,2 kb y para la reaccio´n mapping 2 presento´ un amplico´n de taman˜o com-
patible con la posible insercio´n del elemento MEGA en Tn916. Sin embargo, la reaccio´n
mapping 3 fue negativa, ası´ como la mapping 4 al no presentarse amplificacio´n para los
genes tnpA ni tnpR.
Otro aislado de este grupo presento´ amplificacio´n positiva para el gen xis, y negativa
para todo el resto de reacciones de screening molecular.
Entre los aislados portadores de los genes erm(B) y mef(E) (n=7), so´lo se observo´ am-
plificacio´n positiva para el gen tetM en 4 de ellos. De estos 4, 2 presentaron amplificacio´n
positiva tanto para los genes int y xis como para los genes tnpA y tnpR. A su vez ambos
presentaron amplificacio´n positiva para la reaccio´n mapping 1 con el taman˜o de 1,2 kb y
uno de ellos presento´ amplificacio´n de 10 kb para la reaccio´n mapping 2. Sin embargo pa-
ra la reaccio´n mapping 3 ambos aislados presentaron amplificacio´n positiva, sugiriendo
la insercio´n de MEGA en Tn916 y la posibilidad de que el aislado que no amplifico´ para
mapping 2 presentara ma´s de una copia del transposo´n. No se observo´ amplificacio´n
positiva para la reaccio´n mapping 4 sugiriendo la no presencia del elemento conjugativo
Tn3872.
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Los 2 aislados con amplificacio´n positiva para el gen tetM restantes no presentaron
resultados positivos en ninguna de las dema´s reacciones estudiadas.
Entre los 3 aislados con amplificacio´n negativa para el gen tetM, uno de ellos pre-
sento´ amplificacio´n positiva tanto para los genes int y xis como para los genes tnpA y
tnpR. A su vez presento´ amplificacio´n positiva para la reaccio´n mapping 1 con el taman˜o
de 1.200pb y amplificacio´n de 10kb para la reaccio´n mapping 2, mostra´ndose amplifica-
ciones dobles en la reaccio´n mapping 3. Con respecto a la reaccio´n mapping 4, no se
observaron resultados positivos.
Otro de estos 3 aislados presento´ amplificacio´n positiva para el gen xis, sin observarse
la presencia de ningu´n gen ma´s y el aislado restante no presento´ amplificacio´n positiva
para ninguna de las reacciones estudiadas (tab. 4.15).
Genotipo
Tn916
(multiplex-1)
Tn917
(multiplex-2)
MEGA MAS
(multiplex-3)
Tn2009 (mapping-2
mapping-3)
Tn3872
(mapping-4)
int xis tnpA tnpR MEGA
(simple 1)
msr(D)
(simple 2)
aphA-3 sat4 tetMF-intR MEGAF-intR tnpR1-int-R
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
mef(E) + + - - + + - - + + -
erm(B)+mef(E) - - - - + + - - + + -
erm(B)+mef(E) + + + + + + - - + + +
erm(B)+mef(E) + + + + + + + + + + +
erm(B)+mef(E) + + + + + + - - + + -
Tabla 4.15: Elementos de transposicio´n entre los aislados pertenecientes al Complejo
clonal Spain9V-3
4.5.4. Ana´lisis de los aislados pertenecientes al serotipo 19A
Dada la relevancia del serotipo 19A en el contexto de la implantacio´n de la vacunacio´n
heptavalente, se seleccionaron todos los aislados de ambas colecciones pertenecientes
a este serotipo. Se seleccionaron 7 aislados, 6 pertenecientes a la coleccio´n prevacunal y
uno a la de hemocultivos. De e´stos aislados seleccionados, 5 eran portadores de los ge-
nes erm(B)+mef(E) (4 prevacunales y el aislado del hemocultivo), siendo todos positivos
para la amplificacio´n del gen tetM a excepcio´n del aislado procedente de hemocultivos.
Entre los 4 aislados de este grupo con amplificacio´n positiva para el gen tetM, 2 pre-
sentaron amplificacio´n positiva tanto para int como para xis y los 2 retantes presentaron
amplificacio´n positiva u´nicamente para el gen xis. Uno de ellos mostro´ la presencia del
gen tnpR, mientras que la presencia del gen aphA3’ se detecto´ en 2 de ellos y la del gen
sat en 3 de ellos.
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Mediante la reaccio´n mapping 1 se observo´ que presentaron amplificacio´n positiva
con un taman˜o de amplico´n de 1,2 kb en 3 de ellos y el aislado retante lo hizo para un
amplico´n de 13 kb, aunque no podemos inferir la presencia del elemento MAS ya que sus
marcadores no amplifcaron en este aislado. El resto de las amplificaciones no mostraron
resultados positivos.
Con respecto al aislado con mecanismos duales y amplificacio´n negativa para el gen
tetM (adema´s procedente de hemocultivos) todas las reacciones probadas fueron nega-
tivas, al igual que en caso de los 2 aislados con el determinante mef(E) no presentaron
amplificacio´n positiva para el gen tetM ni para ninguna de las reacciones estudiadas
(tab. 4.16).
Genotipo
Tn916
(multiplex-1)
Tn917
(multiplex-2)
MEGA tetM
(simple 3)
MAS
(multiplex-3)
Tn2009 (mapping-2
mapping-3)
Tn3872
(mapping-4)
int xis tnpA tnpR MEGA
(simple 1)
msr(D)
(simple 2)
aphA-3 sat4 tetMF-intR MEGAF-intR tnpR1-int-R
mef(E) - - - - + + - - - - - -
mef(E) - - - - + + - - - - - -
erm(B)+mef(E) + + - - + + + - - - - -
erm(B)+mef(E) + + - - + + + + + - - -
erm(B)+mef(E) + + - - + + + + + - - -
erm(B)+mef(E) + + - - + + + - + - - -
Tabla 4.16: Elementos de transposicio´n entre los aislados pertenecientes al serotipo 19A
4.5.5. Mapa de restriccio´n del elemento MEGA
Los dos aislados en los que la amplificacio´n del elemento MEGA presento´ amplicones
no esperados se sometieron a digestio´n enzima´tica con las enzimas HpaI y SpeI obte-
nie´ndose mapas de restriccio´n degradados con respecto a los obtenidos con los aislados
control S. pneumoniae SPnMA y S. pneumoniae SPnME. En la figura 4.28 se muestran
el gel de electroforesis con los resultados de la digestio´n de los aislados control. En el
carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. En los carriles 2-4 se muestran las
digestiones con SpeI y en los carriles 5-7 las digestiones con HpaI.
En la figura 4.29 se pueden observar las digestiones de los dos aislados problema. En
el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. De los carriles 2-9 se muestran
digetiones con SpeI de diferentes aislados con amplificacion esperada para el elemento
MEGA. En los carriles 10 y 11 se muestran las digestiones de los aislados 23 y 25
(aislados problema) con ambas enzimas SpeI y HpaI. En los carriles 12-15 se muestran
digestiones con ambas enzimas; 12-13 de aislados control y 14-15 de dos aislados con
amplificaciones esperadas para MEGA.
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Figura 4.28: Digestio´n de los aislados control de mef con las enzimas SpeI y HpaI
Figura 4.29: Digestio´n de los aislados problema con las enzimas SpeI y HpaI
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5 Discusio´n
5.1. Resistencia a macro´lidos y estructura poblacional en
los aislados de S. pneumoniae
5.1.1. Perfiles de sensibilidad y corresistencia
S. pneumoniae continua siendo una de las causas ma´s importantes de patologı´a infec-
ciosa. La evolucio´n de la resistencia de este microorganismo a diferentes antimicrobianos
ha estado influida por distintos factores, incluyendo la introduccio´n sucesiva de diferen-
tes antimicrobianos y las estrategias de prevencio´n (vacunas) que han condicionado una
evolucio´n dina´mica tanto a nivel poblacional (dispersio´n de determinados clones) como a
nivel gene´tico (diversificacio´n intraclonal) aprovechando la capacidad de transformacio´n
que posee este microorganismo.
Desde el primer aislado resistente a penicilina, detectado en Australia en 1967 [154], la
resistencia a los antibio´ticos β-lacta´micos fue aumentando progresivamente, en especial
a la penicilina y ma´s tarde a las cefalosporinas orales, comprometiendo la eficacia de
las cefalosporinas de tercera generacio´n como la cefotaxima o la ceftriaxona, todos ellos
antibio´ticos de eleccio´n en el tratamiento de las infecciones invasivas y respiratorias pro-
ducidas por S. pneumoniae. A pesar de que la resistencia a la penicilina no es el objeto
de este trabajo, es importante comprender los datos sobre su evolucio´n, ası´ como discutir
la misma en nuestros aislados ya que su evolucio´n se encuentra estrechamente ligada a
la de la resistencia a los macro´lidos. En estudios epidemiolo´gicos realizados tanto en los
Estados Unidos como en Europa se observo´ un incremento progresivo de los aislados
con resistencia a la penicilina durante los an˜os noventa. En los EEUU aumento´ desde un
5 % en 1991 hasta un 25 % en 1997 [217] y en algunos paı´ses europeos, como Francia,
se produjo un ascenso desde un 7,7 % en 1992 hasta un 35,8 % en 2001. En todos los
estudios realizados en los an˜os posteriores (de´cada de los an˜os 2000) se observo´ una
tendencia general al descenso de los aislados resistentes con una marcado aumento de
los aislados intermedios. Una vez introducida la vacuna conjugada heptavalente (PCV7)
se observo´ una disminucio´n de los aislados de S. pneumoniae tanto altamente resisten-
tes como de resistencia intermedia a la penicilina.
En Espan˜a, la situacio´n no fue diferente con un aumento estadı´sticamente significa-
tivo (p<0,001) de la resistencia a la penicilina; desde un 6 % en 1979 hasta un 44,4 %
en 1989. Este aumento se estabilizo´ en la de´cada de los noventa (43,7 % de aislados
resistentes en 1998) [163]. A partir de 1999 se produjo una disminucio´n marcada ob-
tenie´ndose cifras del 22,3 % de aislados resistentes a penicilina en el an˜o 2008 y que
podrı´a asociarse a la utilizacio´n de la vacuna PCV7 a partir de 2001. No obstante, es de
destacar que un par de an˜os antes ya se observaban tendencias a la disminucio´n de la
resistencia a la penicilina [163].
Parte de los aislados objeto de nuestro estudio se situ´an temporalmente en los an˜os
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previos a la introduccio´n de la vacuna PCV7 ya que la coleccio´n prevacunal se recoge
entre los an˜os 1999 y 2003. En Espan˜a se comercializo´ esta vacuna en el an˜o 2002,
aunque su aplicacio´n de forma sistema´tica se produjo unos an˜os ma´s tarde. De hecho
en la Comunidad Auto´noma de Madrid formo´ parte del calendario vacunal infantil oficial
desde el an˜o 2006 hasta el an˜o 2010 en que se reemplazo´ por la vacuna conjugada
trece-valente (PCV13). Este periodo de tiempo se encuentra dentro de los an˜os en los
que se recogieron y estudiaron los aislados invasivos (hemocultivos) de nuestro hospital.
Si observamos los resultados globales de resistencia (aislamientos clasificados en
categorı´as intermedia y resistente) a la penicilina y a la cefotaxima en los aislados de
la coleccio´n prevacunal (n=712) (fig. 4.1), observamos un elevado porcentaje de aisla-
dos resistentes a la penicilina, (48,9 %) con una alta proporcio´n de aislados intermedios
(26,9 %), similar a la proporcio´n de los resistentes (22,0 %). En cuanto a la cefotaxima, el
porcentaje de no-sensibilidad en estos aislados fue del 7,3 %, siendo mayoritariamente
de la categorı´a intermedia (6,5 %).Nuestros resultados confirman la tendencia hacia el
estancamiento o incluso a la disminucio´n de la resistencia a los antibio´ticos β-lacta´micos
que se ha descrito en la literatura, incluso con anterioridad a la introduccio´n de la vacuna
PCV7. Este hecho podrı´a explicarse por un mejor empleo de los antibio´ticos β-lacta´micos
en los tratamientos de las infecciones de vı´as respiratorias altas y a una mayor tendencia
al empleo de forma empı´rica de fluoroquinolonas “respiratorias”. No obstante, a la vista
de los resultados obtenidos en el estudio poblacional de estos aislados no es descartable
un aparente recambio clonal que se discutira´ ma´s adelante.
Con respecto a la coleccio´n de hemocultivos (n=416) se observa durante el periodo
“postvacunal” una proporcio´n de cepas no-sensibles (intermedios y resistentes) tanto a
la penicilina (22,8 %) como a la cefotaxima (6,9 %) con una marcada proporcio´n de ais-
lados categorizados como intermedios (17,8 % y 6,2 % respectivamente). Estas cifras
reflejan la repercusio´n en las cepas invasivas de la introduccio´n de la vacuna PCV7,
aunque pudiendo considerarse como factor importante, el uso de otros grupos de antimi-
crobianos, como las fluoroquinolonas, que podrı´a haber favorecido la diversificacio´n en
el uso de antimicrobianos y por tanto disminuir la presio´n de seleccio´n de los antibio´ticos
β-lacta´micos, ası´ como la introduccio´n de la vacuna PCV7 (fig. 4.6).
El primer aislado resistente a la eritromicina se aislo´ en Canada´ y el hallazgo se pu-
blico´ en la revista The Lancet en 1967 [218], no obstante con anterioridad, en 1964 se
habı´an detectado tres aislados con una CMI para eritromicina ≥5 mg/L en una publica-
cio´n sobre tratamiento de la exacerbacio´n de la bronquitis cro´nica [154].
A pesar de ello, a lo largo de la de´cada de los an˜os setenta so´lo se produjeron comuni-
caciones espora´dicas de aislados resistentes a la eritromicina, mantenie´ndose estables
y bajas las tasas de resistencia. El aumento ma´s significativo de la resistencia a la eri-
tromicina se observo´ a partir del final de la de´cada de los ochenta. En Espan˜a, en el
Hospital de Bellvitge (Barcelona) se documento´ un aumento de la resistencia a eritro-
micina desde un 0 % en 1980 hasta un 9,4 % en 1990 [219]. Algunos autores asocian
este aumento tan llamativo con la modificacio´n en las guı´as de tratamiento de la neu-
monı´a comunitaria publicadas en esas fechas, en las que se aconsejaba el empleo de
eritromicina mejor que β-lacta´micos ya que ası´ se cubrı´a la posibilidad de neumonı´a por
Legionella pneumophilla y Mycoplasma pneumoniae [220].
Durante la de´cada de los noventa la resistencia a los macro´lidos aumento´ de forma
significativa en diferentes estudios a lo largo del mundo. Segu´n datos del estudio de
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vigilancia epidemiolo´goca Alexander Project, las resistencias globales en los an˜os 1996-
1997 estaban entre 16,5-21,9 % aumentando a 24,6 % entre 1998-2000 [221].
Igualmente,los datos de los an˜os comprendidos entre 1999 y 2004 proporcionados por
el estudio PROTEKT (Prospective Resistant Organism Tracking and Epidemiology for the
Ketolide Telithromycin) muestran unas tasas de resistencia globales a eritromicina de
31,0 % entre 1999-2000 hasta un 37,2 % en el periodo 2003-2004 [222].
Cabe destacar, sin embargo importantes diferencias geogra´ficas entre estos datos glo-
bales en el incio de la de´cada de los 2000, encontra´ndose las mayores cifras de resis-
tencia en algunas zonas de Asia (80 %) y las menores en los paı´ses del norte de Europa
(18 %). El aumento de la reisistencia a los macro´lidos y su mantenimiento temporal pre-
senta elevada repercusio´n clı´nica [223]. Existen estudios en los que se relaciona la resis-
tencia a eritromicina con la mayor frecuencia de bacteriemias por S. pneumoniae [171].
La situacio´n en Espan˜a se conoce gracias a los datos obtenidos y coleccionados por
la Dra. Fenoll en el Centro Nacional de Referencia de Neumococo en el Centro de Micro-
biologı´a del Instituto Carlos III; se encontraron tasas inferiores al 5 % hasta el an˜o 1986
con un incremento progresivo hasta el 28 % en 2001 pero disminuyendo a un 21,8 %
en 2008 [162].Tras la introduccio´n de la vacuna PCV7 se produjo una disminucio´n en la
resistencia entre los aislados procedentes de poblacio´n pedia´trica desde un 42,9 % en
2003 hasta un 20,8 % en 2006 sin darse esta disminucio´n entre los aislados procedentes
de poblacio´n adulta, con fluctuaciones entre el 21 % y 25 % [162].
Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran, entre los an˜os 1999-2003 y
2000-2007, una elevada prevalencia de resistencia a la eritromicina, 34,3 % entre los
aislados de la coleccio´n prevacunal disminuyendo hasta un 18,2 % en la coleccio´n de
hemocultivos. En Espan˜a la Dra. Fenoll refiere, para aislados invasivos, una proporcio´n
de resistencia del 28 % en el an˜o 2001 y del 21,8 % en 2008. En nuestra serie de he-
mocultivos se observa tambie´n disminucio´n de la resistencia a lo largo de los an˜os que
comprende, 2000-2007, pero ma´s sostenida (25,6 % entre los an˜os 2000-2001 y 23,1 %
entre los an˜os 2006-2007), ver fig 4.7. Por otra parte, el mantenimiento de las tasas de
resistencia a los macro´lidos a pesar de la implantacio´n de la vacunacio´n se asocia a
la dispersio´n de clones que portan ma´s de un mecanismo gene´tico de resistencia a los
macro´lidos [224, 225], como ocurre entre los aislados estudiados en este trabajo.
Con respecto a la corresistencia entre eritromicina y penicilina, esta ya se detecto´ en
los primeros aislados resistentes a la eritromicina en los an˜os ochenta. En aquel mo-
mento no parecı´a que la aparicio´n concomitante de ambos tipos de resistencia estuviera
relacionada ya que hasta ese momento, los aislados resistentes a la eritromicina eran
resistentes adema´s a otros tipos de antibio´ticos como tetraciclinas o cotrimoxazol, pe-
ro no necesariamente a penicilina. Por otra parte, en los estudios de portadores entre
los aislados resistentes a macro´lidos no era frecuente encontrar resistencia a penicili-
na [226, 227, 154]. Gracias a estos datos se postulo´ que la resistencia a la penicilina y
a la eritromicina en S. pneumoniae habı´an surgido de forma independiente. Estos da-
tos, obtenidos durante los an˜os ochenta, contrastan con los recogidos durante la de´cada
de los an˜os 90 y 2000, ya que se observo´ un aumento progresivo de los aislados re-
sistentes a ambos antibio´ticos. En Espan˜a se observo´ igualmente un aumento de este
tipo de aislados, procedentes de pacientes pedia´tricos, de un 24 % en 1997 a un 35 %
en 2003 [163], considera´ndose que la resistencia a los macrolidos surgio´ a partir de
las cepas resistentes a la penicilina. Tras la introduccio´n de la vacuna PCV7 en 2001
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se observo´ una disminucio´n de este tipo de aislados (11,5 % en 2008). En los aislados
procedentes de la poblacio´n adulta, tambie´n se observo´ una disminucio´n de estas resis-
tencias en la de´cada de los an˜os 2000, pero menos marcada, pasando de un 18,9 % en
1997 a un 11,5 % en 2008 [162].
La permanencia de clones con resistencia a eritromicina en un contexto de reduccio´n
de resistencia a penicilina puede haber sido favorecida por dispersio´n de ciertos clones
(incluyendo serotipos no-vacunales) que portan plataformas gene´ticas que codifican re-
sistencia de cara´cter mu´ltiple. Entre estos mecanismos podrı´an estar involucrados los
transposones conjugativos que derivan de la familia del transposo´n Tn916 [228] y cuya
aparicio´n en las colecciones objeto de este estudio se discutira´ ma´s adelante.
Entre los aislados resistentes a la eritromicina de la coleccio´n prevacunal (n=244) se
encontro´ que la resistencia global para la penicilina fue de un 69,9 %, categorizados la
mayorı´a de ellos como resistentes (54,3 %) y el 15,3 % categorizados como intermedios.
Esta alta proporcio´n de resistentes es superior a la que se obtiene de la poblacio´n general
(en la que no se diferencia resistencia o sensibilidad a la eritromicina), ya que los aislados
categorizados como intermedios son mayoritarios (26,9 %), lo que podrı´a deberse a la
dispersio´n de determinados clones con alta resistencia a la penicilina, quiza´ favorecido
por el consumo de macro´lidos. Con respecto a la cefotaxima, el porcentaje de resistencia
entre los aislados resistentes a la eritromicina tambie´n fue mayor que entre los aislados
de la coleccio´n general (30,7 % vs 7,3 % en la coleccio´n general) aunque en este caso
se mantuvo una mayor proporcio´n de aislados categorizados como intermedios (19,6 %
intermedios y 11,1 % resistentes). (fig. 4.2).
Entre los aislados resistentes a la eritromicina de la coleccio´n de hemocultivos (n=78)
tambie´n se observa una mayor proporcio´n de resistencia tanto a la penicilina como a
la cefotaxima que entre la poblacio´n general. No se observa una disminucio´n significa-
tiva de la resistencia ya que el 60,2 % de los resistentes a eritromicina de la coleccio´n
de hemocultivos fueron resistentes a penicilina (32,0 % intermedio y 28,2 % resistente)
y el 29,5 % fueron resistentes a la cefotaxima (20,5 % intermedios y 9 % resistentes).
En este caso, predominaron los aislados intermedios sobre los resistentes (fig. 4.8). La
permanencia de alta resistencia a los β-lacta´micos en cepas invasivas podrı´a haber sido
favorecida por la permanencia de clones con resistencia a macrolidos y β-lasta´micos.
La coleccio´n de hemocultivos procede casi en su totalidad de poblacio´n adulta, lo que
explicarı´a el hecho de no observar disminucio´n en las tasas de aislados con resistencia
simulta´nea a los macro´lidos y los β-lacta´micos a pesar de la introduccio´n de la vacuna
conjugada heptavalente. Tambie´n es importante tener en cuenta que entre los aislados
de la coleccio´n de hemocultivos se observa un aumento del serotipo 19A, cuya presencia
se ha relacionado con la no disminucio´n de la resistencia y la multirresistencia [229]
La resistencia a la tetraciclina en S. pneumoniae aparece por vez primera en 1963 en
Australia y se detecta a lo largo de toda la de´cada de los an˜os sesenta paralelamente
al empleo de este antibio´tico para el tratamiento de las exacerbaciones de la bronquitis
cro´nica [154]. Serı´a importante considerar el papel de la seleccio´n “histo´rica” por tetraci-
clina de clones y plataformas de resistencia que servirı´an despue´s para la vehiculacio´n
de resistencia a macro´lidos. Aunque la resistencia a la tetraciclina no parece relevante
actualmente desde el punto de vista terape´utico en nuestro entorno geogra´fico (a excep-
cio´n de aminociclinas y derivados de tetraciclina como tigeciclina), si lo es desde el punto
de vista epidemiolo´gico. La dispersio´n y mantenimiento de ciertos clones resistentes a
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macro´lidos se asocia a la presencia de aislados que contienen derivados del transposo´n
conjugativo Tn916 que portan como determinante gene´tico de resistencia a la tetraci-
clina el gen tetM, pudiendo emplearse esta caracterı´stica como marcador inicial de la
presencia de estos elementos de conjugacio´n. En nuestro estudio la tasa de resistencia
a la tetraciclina entre los aislados resistentes a eritromicina fue elevada en ambas co-
lecciones (69,6 % en la coleccio´n prevacunal y 80,7 % en la coleccio´n de hemocultivos)
lo que hace sospechar sobre la probable presencia de diferentes elementos de traspo-
sicio´n entre nuestros aislados. La presencia del gen tetM y de derivados de Tn916 en
estos aislados se discutira´ ma´s adelante.
La resistencia a las fluoroquinolonas en S. pneumoniae se encuentra directamente re-
lacionada con el consumo de este tipo de antibio´ticos [230] y a pesar de mantenerse,
por el momento, estable en Espan˜a, encontra´ndose tasas no elevadas (2,6 % en 2002
y 2,3 % en 2006) [231] se han descrito varios casos de fracasos terape´uticos en otras
zonas geogra´ficas al emplear las fluoroquinolonas de forma empı´rica para tratamiento
de la neumonı´a comunitaria causada por S. pneumoniae. En todos estos casos entre los
factores de riesgo destacaba el tratamiento previo con fluoroquinolonas, EPOC, hospi-
talizacio´n previa y residir en centros de atencio´n a pacientes cro´nicos [232]. En nuestro
trabajo, un 2,4 % de los aislados de la coleccio´n prevacunal fueron resistentes a levoflo-
xacino (0,4 % intermedio y 2 % resistente) mientras que de la coleccio´n de hemocultivos
so´lo se encontro´ un aislado (0,2 %) resistente a levofloxacino. En Espan˜a la dispersio´n
de esta resistencia en aislados recogidos en el an˜o 2006 tras la comercializacio´n de la
vacuna PCV7) a los clones Spain9V-3 y Sweden15A-25 [231]. En nuestra serie u´nicamen-
te se describieron dos aislados con valores de CMI que, aunque dentro del criterio de
interpretacio´n “sensible”, pudieran indicar la presencia de mutaciones puntuales en las
topoisomerasas. Por otra parte, cabe resaltar que en la Comunidad de Madrid se ha des-
crito un aumento de resistencia a levofloxacino debido a aislados de S. pneumoniae de
serotipo 8 [233]. Aunque estos aislados se encontraron vinculados a los clones Spain9V-3
y Sweden15A-25 y ST276, que, tambie´n se encuentran presentes de forma mayoritaria
entre los aislados de este estudio, en nuestro caso so´lo se observa switching capsular
hacia el serotipo 8 en dos aislados de la coleccio´n de hemocultivos, pertenecientes al
clon Sweden15A-25 y con CMI para levofloxacino en el lı´mite del punto de corte descrito
por el CLSI, 2 mg/mL.
Segu´n diferentes autores el hecho de que no se haya producido un aumento signifi-
cativo de la resistencia a este grupo de antibio´ticos, a pesar de que las quinolonas son
uno de los tratamientos de eleccio´n para la neumonı´a comunitaria, puede deberse al
coste biolo´gico que supone para S. pneumoniae acumular mutaciones puntuales en las
topoisomerasas [234, 235].
5.1.2. Determinantes gene´ticos de resistencia y fenotipos asociados
Desde la aparicio´n de los primeros aislados resistentes a eritromicina se postulo´ una
relacio´n a nivel de mecanismo molecular entre las resistencias a los macro´lidos y a las
tetraciclinas [236]. Gracias a la demostracio´n en 1980 de que varios genes que confieren
resistencia a diferentes grupos de antimicrobianos podı´an trasferirse mediante conjuga-
cio´n [237] fue posible llegar a la identificacio´n poco tiempo despue´s (1986) de los trans-
posones conjugativos (ICEs) responsables de esta trasmisio´n de multirresistencia en S.
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pneumoniae [195, 238]. En dichos elementos se identifico´ como gen responsable de
conferir resistencia a la eritromicina en S. pneumoniae al gen ermAM que se localizo´ en
el trasposo´n Tn1545 [195]. Sin embargo con el aumento de las tasas de resistencia a
los macro´lidos y de la investigacio´n de estos mecanismos pudo describirse que el gen
mayoritario que codifica para la metilasa en neumococo es el gen erm(B) y que adema´s
existe otro mecanismo de resistencia por bombas de eflujo que a su vez viene codificado
por los genes mef.
La resistencia mediada por metilasas [erm(B)]se disperso´ inicialmente por trasferencia
horizontal y fue ma´s prevalente entre los aislados resistentes en Europa [193, 239, 206]
mientras que las bombas de expulsio´n fueron ma´s prevalentes en los Estados Uni-
dos [202, 239]. No obstante a lo largo de los an˜os noventa en algunos paı´ses europeos
se observo´ un aumento de los mecanismos mediados por expulsio´n [240, 241, 242].
Entre los aislados pertenecientes a la coleccio´n prevacunal se observo´ que la mayorı´a
de los aislados resistentes a eritromicina eran portadores del gen erm(B) (80,7 %),acorde
con la epidemiologı´a descrita en Espan˜a y Francia para los an˜os en los que se recogie-
ron los aislados estudiados, mientras que el 18,4 % (n=45) restante eran portadores de
los genes mef, en concreto 44 de ellos eran portadores del gen mef(E) y so´lo uno am-
plifico´ para el gen mef(A) (tab. 4.1), porcentaje menor que lo descrito para otros paı´ses
europeos como Alemania (46,2 %), Austria (41,7 %) o Italia (25,0 %) [243]
Cabe resaltar que entre estos 44 aislados portadores del gen mef(E), 28 de ellos por-
taban a su vez el gen erm(B), por lo que mostraban un fenotipo de resistencia asociado
cMLSB. La aparicio´n de aislados con mecanismo dual (que portan dos mecanismos
gene´ticos diferentes de resistencia) ya se habı´a descrito en paı´ses asia´ticos [244, 245] y
normalmente se asociaban a la dispersio´n de un clon concreto. En nuestro caso, como se
discutira´ ma´s adelante, los aislados con mecanismo dual no provienen de la dispersio´n
de un clon concreto, sı´ no que reflejan una estructura poblacional policlonal. La aparicio´n
de aislados que presentan ma´s de un mecanismo gene´tico de resistencia a los macro´li-
dos en nuestro estudio refleja un feno´meno global, de forma que su prevalencia tanto en
Europa como en los EEUU se ha ido incrementando en detrimento de los aislados que
contienen los genes mef como u´nico determinante gene´tico de resistencia [199, 246, 96].
Au´n ası´, el patro´n ba´sico anteriormente descrito parece mantenerse, esto es, la presen-
cia en algunas zonas de Europa del gen erm(B) como u´nico determinante de resistencia
de forma mayoritaria [247], y por el contrario, en EEUU de los genes mef como determi-
nates mayoritarios de resistencia [225], seguidos en ambos casos por los aislados con
mecanismos duales.
La dispersio´n de aislados con mecanismos duales en diferentes a´reas geogra´ficas se
ha asociado por una parte, al clon internacional de multirresistencia Taiwa´n19F-14 y por
otra a la aparicio´n de complejos clonales como el CC81 y CC271. El clon Taiwa´n19F-14
se asocia a los serotipos 19F y 19A y por este motivo la introduccio´n de la vacuna PCV7
se podrı´a relacionar con este aumento ya que el serotipo 19A no se encuentra en su
cobertura (si en la vacuna PCV13); en cuanto al 19F, a pesar de estar incluido, es el
que menor inmunogenicidad presenta de entre los serotipos incluidos en PCV7. Au´n ası´,
podrı´a discutirse que la vacuna fuese el u´nico factor predisponente al aumento de los
aislados con mecanismos duales ya que en algunos estudios estos aislados se asocian
a otros serotipos como el 23F o el 14 [246], aunque la aparicio´n de diferentes serotipos
podrı´a explicarse por feno´menos de switching capsular. La dispersio´n de los complejos
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clonales CC81 y CC271 se asocia a la dispersio´n del trasposo´n Tn2010 [199, 225], lo
que sugiere la adquisicio´n del elemento MEGA, y por tanto del gen mef(E) en un aislado
portador previamente de elementos derivados de Tn916 que ya transportaban el gen
erm(B) [167].
En la coleccio´n de hemocultivos, recogida en un periodo de tiempo en el que la vacuna
PCV7 ya estaba implantada en la Comunidad Auto´noma de Madrid, se observa una
distribucio´n ana´loga a la expuesta en cuanto a la proporcio´n de aislados con los genes de
resistencia descritos; entre los aislados resistentes a eritromicina (n=78) se encontro´ que
la mayorı´a (74,7 %) era portadores del gen erm(B), so´lo un 7,7 % amplifico´ u´nicamente
para los genes mef [cinco aislados para el gen mef(E) y un aislado para el gen mef(A)]
mientras que un 17,9 % de los aislados eran portadores de ambos mecanismos gene´ticos
de resistencia (tab: 4.6).
Esta distribucio´n se mantiene esencialmente constante para nuestras colecciones de
aislados respiratorios prevacunales y de cepas invasivas; curiosamente observamos un
ligera mayor prevalencia de aislados con mecanismos duales en la coleccio´n de hemo-
cultivos. Probablemente se deberı´a a una ma´s larga exposicio´n previa a antibio´ticos en
las enfermos que, frecuentemente tras colonizacio´n cro´nica, llegan a episodios invasi-
vos, o bien al efecto de la PCV7. Desde el punto de vista gene´tico, podrı´a relacionarse
con la dispersio´n de elementos conjugativos derivados del trasposo´n Tn916, como del
trasposo´n Tn2010 [248].
5.1.3. Estructura poblacional en aislados con genes mef
Los serotipos 6A, 6B, 9V, 15A, 19F, 19A y 23F, que tradicionalmente se asociaron con
la resistencia a diferentes grupos de antibio´ticos en S. pneumoniae, son los conocidos
como “serotipos pedia´tricos” ya que eran los ma´s frecuentemente aislados en los estu-
dios de portadores nasofarı´ngeos. Los serotipos incluidos en la vacuna PCV7 son 4, 6B,
9V,14, 18C, 19F y 23F. Dicha vacuna se disen˜o´ de forma que incluı´a los serotipos que
mayoritariamente causaban enfermedad neumoco´cica invasiva ya que en los EEUU en
los an˜os noventa, los serotipos 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A y 19F suponı´an el 91 % de es-
tos casos y a su vez se trataba de los serotipos que se asociaban con mayor nu´mero de
resistencias [249]. Tras la introduccio´n de la vacuna PCV7 se observo´ una disminucio´n
significativa tanto en el nu´mero de casos como de aislados procedentes de enferme-
dad neumoco´cica invasiva, especialmente en nin˜os menores de 5 an˜os, ası´ como en la
incidencia de los serotipos incluidos en esta vacuna [47].
El feno´meno de la disminucio´n en la incidencia de los serotipos incluidos en la va-
cuna a expensas del aumento de otros no incluidos ha sido fa´cilmente monitorizado y
cuantificado en los EEUU gracias al modelo de implantacio´n de la vacunacio´n que se
ha seguido. Entre los serotipos que han aumentado en incidencia desde la aplicacio´n
de la vacuna PCV7 en EEUU se encuentran 1, 5, 7F, 33F, los serotipos derivados del
serogrupo 15 y sobre todo el 19A [250]. El aumento de este u´ltimo se describio´ entre la
poblacio´n pedia´trica (en nin˜os menores de cinco an˜os se observo´ un ascenso desde un
2,6 % en los an˜os 1998-1999 a un 47,2 % entre 2006 y 2007) pero se ha observado tam-
bie´n entre la poblacio´n adulta (en el grupo de poblacio´n comprendido entre 18-64 an˜os
se observo´ un aumento desde 2,9 % a 16.6 % en los mismos periodos de tiempo) y entre
los mayores de 65 an˜os (de 3,7 % a 14,9 % en los mismos periodos de tiempo) [47]. Este
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aumento del serotipo 19A parece deberse a una suma de diferentes factores como la
seleccio´n de determinados clones multirresistentes (que se discutira´ ma´s adelante) y el
feno´menos de switching capsular [250, 251] sobre clones que previamente ya circulaban.
Estas hipo´tesis se avaları´an al tener en cuenta estudios en los que ya estaba presente el
serotipo 19A previa a la implantacio´n de la vacunacio´n y tras ello no ha habido cambios
significativos en su incidencia [252].
En Espan˜a la implantacio´n de la vacuna no ha sido tan uniforme como en EEUU, sien-
do la Comunidad de Madrid la u´nica en la que se incluı´a dentro del calendario vacunal
obligatorio hasta la entrada en vigor de la ley 4/2012 de la CM en julio de 2012, por la
que se retira del mismo para todos los nacidos a partir del 10 de mayo de 2012. A pesar
de ser obligatorio, se estima que la vacunacio´n es generalizada en el resto del paı´s. Es
difı´cil cuantificar estos datos, y por tanto poder establecer asociaciones directas con los
cambios poblacionales que se observan [50]. Au´n ası´, en los estudios llevados a cabo se
han observado cambios similares a los que se han producido en los EEUU, es decir, una
marcada disminucio´n en la incidencia de los serotipos incluidos en la vacuna [162].
Los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente suponı´an entre los an˜os 1979 y
1985 un 76,6 % de los casos y aumentaron a un 88,0 % entre los an˜os 1998-2000. Tras la
comercializacio´n de la vacuna en Espan˜a en el an˜o 2002 y tomando como referencia dos
periodos de tiempo (1997-2001 y 2007-2008), se observo´ una disminucio´n significativa
so´lo en cuatro de los siete serotipos vacunales entre los aislados resistentes a penicilina:
serotipo 6B (de 16,7 % en el primer periodo a 0 % en el segundo) 9V (de 15,4 % a 9,1 %)
19F (de 13,7 % a 7,3 %) y 23F (de 12,6 % a 3,8 %). El serotipo 14 se mantuvo constante
(29,6 % durante el primer periodo y 26,4 % durante el segundo). Con respecto a los
serotipos no incluidos en PCV7 se observo´ un aumento de e´stos desde un 12,0 % en el
primer periodo hasta un 49,5 % en el segundo especialmente debido a los serotipos 19A
y 24F [162].
En nuestra serie, los serotipos que mayoritariamente se encontraron entre los aislados
resistentes a los macro´lidos y portadores de los genes mef (n=45) pertenecientes a la
coleccio´n prevacunal fueron 14 (22 %), 6B (17,7 %), 19A (13,0 %), 19F (11,0 %), con la
presencia minoritaria de otros como el 11A, 9V, 15A y 23F (fig 4.4). Cabe destacar que
el serotipo 14, mayoritario de la coleccio´n prevacunal, no se encontraba entre los sero-
tipos asociados a resistencia, sin embargo es posible la interpretacio´n de un recambio
capsular entre el serotipo 9V (generalmente asociado a resistencia) y el serotipo 14 [98].
La mayorı´a (8 de 10) de los aislados de nuestra coleccio´n prevacunal de serotipo 14
pertenecieron al complejo clonal Spain9V-3.
Los serotipos 6A y 6B que tradicionalmente se asociaron con alto nivel de resistencia a
los macro´lidos y β-lacta´micos se encuentran representados entre los aislados de nuestra
serie en menor propocio´n. A su vez, el serotipo 23F, que represento´ durante las de´cadas
de los ochenta y noventa la resistencia en S. pneumoniae a β-lacta´micos en Espan˜a,
tambie´n aparece representado de forma minoritaria; sin embargo el serotipo 19A es el
tercero en frecuencia, lo que podrı´a sugerir switching capsular entre los serotipos 23F y
19A [97]. En nuestro estudio el serotipo 19A se encuentra representado mayoritariamente
(4 de 6 aislados) por el clon ST276 cuya relevancia se discutira´ ma´s adelante. Podrı´a
decirse que los aislados portadores de los genes mef se encuentran repartidos entre
varios serotipos, algunos de ellos como el 6A, 6B, 19F o 23F tradicionalmente asociados
a la resistencia a antibio´ticos aunque otros como el 14 o el 19A se describen de forma
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mayoritaria.
En cuanto a los aislados resistentes a eritromicina de la coleccio´n de aislamientos
invasivos (hemocultivos), recogida en un periodo en el que la vacuna PCV7 estaba im-
plantada en la Comunidad de Madrid, se observa que los aislados tambie´n se encuen-
tran repartidos en varios serotipos, entre los que el mayoritario sigue siendo el serotipo
14 (18 %), pasando el serotipo 19A a ser el segundo en importancia (15,4 %). Estas
observaciones han de tenerse en cuenta para evaluar el efecto de la implantacio´n de
la vacuna trece-valente (que incluye el serotipo 19A) [253]. La distribucio´n del resto de
serotipos es similar a la de la coleccio´n prevacunal en cuanto a que siguen estando re-
presentados serotipos como el 6A, 6B y 19F. Cabe destacar que los serotipos 23F y 9V
aparecen representados de forma minoritaria aunque, como ya se ha expuesto anterior-
mente, la mayorı´a de los aislados de serotipo 14 (11 de 14) pertenecieron al complejo
clonal Spain9V-3. (fig. 4.9).
Esta coleccio´n comprende aislados recogidos entre los an˜os 2000 y 2007 y por tanto
existen diferencias en los serotipos encontrados en los primeros an˜os del estudio (en los
que el empleo de la vacuna no estaba generalizado) y los finales, sin embargo no se
observa la misma tendencia que en otros estudios a disminuir de forma significativa los
serotipos incluidos en la vacuna.
Los clones internacionales que se asociaron con la dispersio´n de los aislados re-
sistentes en los an˜os ochenta y noventa fueron principalmente los clones Spain23F-1,
Spain6B-2, Spain9V-3, Poland6B-20, Sweden15A-25 y England14-9 entre otros, siendo los
principales en Espan˜a durante esos an˜os los clones Spain23F-1 y Spain6B-2 [163, 162].
Mediante la aplicacio´n de la te´cnica de MLST y ana´lisis por eBURST a los aislados con
genes mef de la coleccio´n prevacunal hemos documentado que la poblacio´n se distri-
buye en un patro´n policlonal ya que 27 de estos aislados se clasificaron en 19 clones
independientes y los 18 restantes en cuatro complejos clonales, con evidente variabili-
dad gene´tica entre los complejos clonales incluyendo algunas nuevas secuencias tipo,
ası´ como diferentes variantes ale´licas u´nicas (slv) y dobles (dlv).
Es importante destacar que, en la coleccio´n de aislamientos prevacunales, el clon
que ma´s aislados agrupo´ (n=4), todos ellos del serotipo 19A estaba representado por la
ST276 que es una slv del clon Denmark14-32, clon responsable de la dispersio´n de los
aislados de dicho serotipo tras la introduccio´n de la vacuna PCV7 [254, 255] y que suele
asociarse a los serotipos 19A, 14 y 24F (http://spneumoniae.mlst.net). El segundo
clon en frecuncia corresponde al descrito por la ST549 que presenta recambio capsular
ya que esta ST se asocia a los serotipos 19F y 19A (http://spneumoniae.mlst.net) y
entre los aislados de nuestra coleccio´n pertenecientes a este clon se aparecen los sero-
tipos 19F y 23F. Estos mismos serotipos (19F y 23F) son los que tambie´n se encuentran
entre los aislados que forman el clon Spain23F-1, aunque es difı´cil establecer una relacio´n
entre estos dos clones ya que no comparten ningu´n alelo de sus secuencias tipo. Otro
clon que agrupo´ ma´s de un aislado fue el clon ST62, cuyos aislados pertenecı´an al sero-
tipo 11A tal y como se describe en http://spneumoniae.mlst.net. Entre los singleton
clones se encontraron clones internacionales de multirresistencia como el Poland6B-20,
England14-9 y NorwayNT-42, ası´ como la ST271 que se asocia a la dispersio´n de ele-
mentos de trasposicio´n derivados de Tn916 [199, 225].
Entre los aislados agrupados en complejos clonales el que ma´s aislados agrupo´ (n=10)
de los serotipos 14 y 19A fue el CC Spain9V-3 representado por STs slv y dlv de la ST
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fundadora ST156. Es importante destacar que la presencia de este clon se ha manteni-
do estable tras la aplicacio´n de la vacuna PCV7 [163, 256] y que en nuestros aislados
prevacunales ya aparece, con recambio o switching capsular, ya que ninguno de los ais-
lados que lo formaban pertenecı´an al serotipo 9V y a su vez presenta gran variabilidad
gene´tica ya que la secuencia tipo que describe el clon tampoco se encuentra entre estos
aislados. En el resto de los complejos clonales no se observa switching capsular y si que
aparecen las STs fundadoras aunque tambie´n aislados con STs derivadas de e´stas, lo
que refleja la variabilidad de estos aislados.
Con respecto a los determinantes gene´ticos de resistencia a los macro´lidos, cabe des-
tacar que tanto en el caso de los complejos clonales como en el de los clones cada uno
de e´stos presento´ aislados con el mismo genotipo, sin presentarse diferentes genotipos
de resistencia en un mismo complejo clonal o clon y que la presencia del gen mef(A) se
asocio´ al clon England14-9 (ver tab. 4.4 y tab. 4.5).
La distribucio´n poblacional de nuestra poblacio´n prevacunal es policlonal. Ya aparecen
ciertos clones responsables de la dispersio´n del serotipo 19A, como el clon ST276, y
la variabilidad gene´tica en cuanto a los clomplejos clonales y el feno´meno de switching
capsular esta´n presentes. Esto implica que la influencia de la vacuna sobre la dina´mi-
ca poblacional en cuanto a la distribucio´n de serotipos y clones ha constituido tan solo
uno de los factores condicionantes del paisaje poblacional. Por otra parte, se observa
la presencia de complejos clonales y clones que se han mantenido tras la introduccio´n
de PCV7, como el CC Spain9V-3 [163, 256], presentando el gen mef(E) como era carac-
terı´stico en su descripcio´n original [257], o el CC Sweden15A-25 [163, 231]
En la coleccio´n de hemocultivos se observo´ tambie´n una estructura poblacional poli-
clonal entre los 78 aislados resistentes a eritromicina. La mayorı´a de e´stos se agruparon
en clones independientes (SC), incluyendo el clon mayoritario Sweden15A-ST63 conoci-
do por vehicular la resistencia en S. pneumoniae previo a la introduccio´n de la vacuna
PCV7. Cabe destacar que a pesar de tratarse de un clon y no de un complejo clonal
(todos los aislados que lo formaron pertenecı´an a la misma ST) se observa switching
capsular ya que de los 7 aislados que lo formaban so´lo 4 pertenecieron al serotipo 15A,
siendo dos de los tres restantes del serotipo 8 (serotipo asociado en la Comunidad de
Madrid a la resistencia a quinolonas [233]. Si analizamos la distribucio´n de los determi-
nantes gene´ticos de resistencia a los macro´lidos, en este clon aparecen la mayoria de los
aislados con el genotipo erm(B) aunque tambie´n hay un aislado portador de mecanismos
duales erm(B)+mef(E). Respecto a los 5 clones restantes detectados en la coleccio´n de
cepas invasivas, so´lo en uno de ellos (ST30) se observo´ switching capsular. Esta ST
se asocia a los serotipos 16F, 19A y 23F (http://spneumoniae.mlst.net) y en el caso
de nuestros aislados se encuentran los serotipos 16F y 9V. El serotipo descrito para los
aislados pertenecientes al clon ST42 fue el 23A, que se corresponde con uno de los se-
rotipos asociados a esta ST, pero cabe tener en cuenta que a esta ST tambie´n se asocian
los serotipos 1 y 15C y que tanto el serotipo 1 como el serogrupo 15 han aumentado tras
la implantacio´n de la vacuna PCV7, de forma que este clon podrı´a agrupar aislados ya
seleccionados mediante la vacunacio´n. Adema´s los aislados pertenecientes a este clon
(ST42) presentaron variabilidad en los genotipos de resistencia a los macro´lidos, ya que
se definio´ la presencia del gen erm(B) como u´nico determinante gene´tico de resistencia
ası´ como la de los genes erm(B)+mef(E). Tambie´n aparecen estos genotipos entre los
aislados agrupados como clon ST1866, aportando un indicio de diversidad gene´tica den-
tro de este clon, ya que el u´nico serotipo descrito entre nuestros aislados fue el serotipo
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4, que es el que se describe para la ST1866.
Con respecto a los complejos clonales de los aislamientos invasivos, de los 4 descritos
el mayoritario (n=16) es (al igual que en la coleccio´n prevacunal) el CC Spain9V-3 repre-
sentado por la ST557 dlv de la ST fundadora ST156 y por la ST2246, slv de la ST156. En
cuanto al switching capsular dentro de este complejo clonal el serotipo mayoritario es el
14 (n=11) aunque se observa tambie´n el serotipo 9V (inicialmente asociado a la ST156)
y los serotipos 19F y 11A. Con respecto a los genes de resistencia a macro´lidos, en
este complejo clonal se encuentra alta variabilidad de genotipos ya que agrupa aislados
portadores de erm(B) (n=10), de erm(B)+mef(E) (n=4) y de mef(E) (n=2), dado que en el
caso de la coleccio´n prevacunal, el mismo CC so´lo transporta un genotipo de resisten-
cia. Podrı´a deducirse que tanto la variabilidad gene´tica con respecto a la ST inicial que
describe el clon (ST156, que no aparece representada en ninguno de los aislados que
forma el CC) como el recambio capsular han sido estrategias para acumular y dispersar
diferentes mecanismos de resistencia a los macro´lidos.
El segundo clomplejo clonal en nu´mero de aislados (n=11) es el CC Denmark14-32,
que en la coleccio´n prevacunal aparece como clon y con menor nu´mero de aislados. So´lo
un aislado de este CC no presenta el serotipo 19A, y corresponde a la ST fundadora de
este clon (ST230) con serotipo es el 24. La ST276 del resto de los aislados corresponde
al slv de la ST fundadora del clon Denmark14-32. Esta ST se describe en diferentes
publicaciones como la responsable del aumento del serotipo 19A en Barcelona y en
San Sebastian [254], ası´ como del repunte de la resistencia a macro´lidos [255]. Esta
variabilidad en cuanto a serotipo y ST no se refleja en cuanto a genotipo de resistencia
a los macro´lidos, ya que so´lo aparece el gen erm(B) entre los aislados pertenecientes a
este complejo clonal.
Dentro del CC Spain6B-2 (n=9) cabe destacar que el u´nico aislado en el que se detecta
una ST slv de la ST90 (ST fundadora del clon), la ST1624, que ya aparece en la coleccio´n
prevacunal en el mismo CC, es a su vez el u´nico aislado portador del mecanismo dual
de resistencia.
Por u´ltimo, el u´nico CC (ST62-ST55) en que se describen aislados con so´lo el gen
mef(E), agrupa dos aislados con slv mutuas y de serotipos diferentes (19A y 11A), ob-
servacio´n de intere´s por el posible reemplazamiento capsular promovido por la vacuna
conjugada heptavalente. El aislado con serotipo 19A se detecto´ en el an˜o 2003 (recie´n
comercializada la vacuna PCV7 en Espan˜a) y el aislado 11A en el an˜o 2006 cuando en
la Comunidad de Madrid ya se encontraba la vacuna incluida en el calendario vacunal
infantil (tab. 4.8).
Como en el caso de la coleccio´n prevacunal, la distribucio´n poblacional de los aislados
procedentes de hemocultivos es de cara´cter policlonal aunque se observa mayor variabi-
lidad a nivel de secuencias tipo, de serotipos y de genes de resistencia a los macro´lidos
tanto entre los complejos clonales como entre los clones.
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5.2. Estudio de la estructura poblacional mediante el
sistema semiautoma´tico DiversiLab R©
El empleo de esta te´cnica de repPCR para el tipado de S. pneumoniae se ha aplica-
do principalmente para la tipacio´n de aislados con posible relacio´n clonal en situaciones
epide´micas concretas [138, 139]; para establecer la clonalidad entre aislados resistentes
a la penicilina [140] y para establecer la posible clonalidad entre aislados con diferente
serotipo en los que se sospecha switching capsular [97]. Se han generalizado te´cnicas
asequibles y reproducibles inter-laboratorios para el establecimiento de relaciones clona-
les, como son MLST o PFGE, pero no existe, por el momento, apenas experiencia en la
aplicacio´n del sistema semiautoma´tico DiversiLab R©.
En este trabajo se analizan mediante el sistema DiversiLab R© diferentes aislados (tanto
de la coleccio´n prevacunal, como de la coleccio´n de hemocultivos) caracterizados me-
diante MLST. Los patrones de gel virtual obtenidos se analizaron mediante el coeficiente
de correlacio´n de Pearson (PC) y el coeficiente de correlacio´n Extended Jaccard (XJ).
Mediante la aplicacio´n del coeficiente de correlacio´n de Pearson (PC), se le da ma´s im-
portancia en el ana´lisis de las muestras a la intensidad de los picos en la imagen de gel
virtual. Esta´ indicado realizar este tipo de ana´lisis cuando hay diferencias importantes en
la cantidad y posicio´n de los picos ma´s intensos. Es el me´todo a elegir cuando existen
varios patrones de gel virtual diferentes a simple vista y queremos agrupar los aislados.
Con la aplicacio´n del coeficiente de correlacio´n Extended Jaccard (XJ) se da ma´s impor-
tancia en el ana´lisis a la presencia o ausencia de picos en la imagen de gel virtual. En
concreto es ma´s sensible, ya que aprecia ma´s diferencias incluso en picos pequen˜os, en
geles virtuales en los que los patrones son muy parecidos entre sı´.
El ana´lisis global de los 43 aislados seleccionados de la coleccio´n prevacunal mos-
tro´ que tanto por el me´todo PC como por el me´todo XJ existen posibilidades de formar
agrupamientos en un mismo patro´n o de diferentes patrones en un grupo. Dentro de
estos patrones se agrupan aislados que pertenecen tanto a un mismo complejo clonal o
clon como aislados no relacionados por eBURST. Dada la elevada variabilidad gene´tica
que hemos descrito anteriormente cabrı´a pensar que dicha variabilidad puede reflejarse
en el sistema semiautoma´tico DiversiLab R©. Cabe destacar que mediante el me´todo PC
se observan ma´s agrupamientos que mediante el XJ (figs. 4.11 y 4.14).
Atendiendo al ana´lisis realizado sobre los aislados que formaban el complejo clonal
mayoritario, el complejo clonal Spain9V-3 (n=10), se observa mayor diversidad en la agru-
pacio´n mediante el me´todo XJ que mediante el me´todo PC. Sin embargo hay un patro´n
que por ambas metodologı´as agrupa a los mismos aislados (P2 mediante PC y P1 me-
diante XJ) que son todos ellos de serotipo 14. So´lo hay una slv (ST44) con respecto a
la ST mayoritaria dentro del complejo clonal (ST557), con lo que estos seis aislados se
interpretarı´an como indistinguibles mediante este sistema. Entre los cuatro aislados res-
tantes, el me´todo XJ discrimina ma´s al dividir en tres patrones diferentes a los aislados
agrupados bajo un mismo patro´n por PC. Es importante destacar que en cuanto al swit-
ching capsular, los dos u´nicos aislados que no presentaban el serotipo 14, sı´ no el 19A,
se agruparon bajo un mismo patro´n por PC y en dos patrones diferentes por XJ, uno de
ellos (P2) agrupando tambie´n un aislado de serotipo 14. En cuanto a la aparicio´n de slv
y dlv mediante el me´todo XJ tambie´n agrupa como un patro´n u´nico a un aislado perte-
neciente a la ST2636 lo que podrı´a indicar que el ana´lisis mediante DiversiLab R© podrı´a
5.2. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL MEDIANTE EL SISTEMA SEMIAUTOMA´TICO
DIVERSILAB R© 149
ser capaz de diferenciar aislados con un mismo origen (pertenecen al mismo complejo
clonal) pero con diferencias como puede ser el intercambio capsular (fig. 4.14).
Esta idea se refuerza atendiendo al ana´lisis para el complejo clonal Spain6B-2 para el
que por ambos ana´lisis el sistema DiversiLab R© agrupa en un mismo patro´n los dos aisla-
dos del complejo clonal que son slv de la ST fundadora (ST90). Lo mismo sucede con los
2 aislados que componen el CC Sweden15A-25 ya que ambos pertencen al serotipo 15A
y portan los mismos genes de resistencia a los macro´lidos, pero pertenecen a dos STs
diferentes y se agrupan en dos patrones diferentes por ambos ana´lisis. No pretendemos
apoyar la posibilidad de que mediante este sistema se podrı´an distinguir cambios gene´ti-
cos que mediante MLST se traducen en slv o dlv, sino que la historia evolutiva de los
distintos clones internacionales ha dado lugar a diferencias gene´ticas ocasionalmente
detectables por DiversiLab R©.
De hecho DiversiLab R© no diferencia entre los 3 aislados formadores del CCST135-
ST2638, los tres de serotipo 6B y portadores de mecanismos duales de resistencia a
los macro´lidos, ya que, independientemente de la ST se agruparon los 3 en un mismo
patro´n de gel virtual por ambos me´todos (PC y XJ).
Con respecto a la distincio´n de clones con aislamientos mu´ltiples, en el caso de los 4
aislados que formaban el clon Denmark14-32 (de serotipo 19A todos ellos) se agruparon
bajo un mismo patro´n de gel virtual tanto por ana´lisis PC como por XJ lo que supone
que estos aislados son indistingubles entre sı´. Esta observacio´n es compatible con que
el clon responsable de la diseminacio´n del serotipo 19A tras la aplicacio´n de la vacuna
PCV7 [254] ya circulaba entre nuestros aislados prevacunales. Segu´n el agrupamiento en
un mismo patro´n por ambos me´todos, los dos aislados que formaban el clon Spain23F-1
(de serotipo 23F todos ellos) podrı´an considerarse tambie´n indistinguibles.
En cambio para los aislados agrupados como clon ST549 (n=3) y ST62 (n=3) median-
te ana´lisis por PC se agruparon en un mismo patro´n (uno para cada clon) y mediante XJ
se encontraron diferencias. Con respecto al clon ST549, los 2 aislados pertenecientes
al serotipo 23F se agruparon en un patro´n diferente al descrito por el u´nico aislado del
serotipo 19F, lo que podrı´a apoyar la posibilidad de detectar switching capsular mediante
este sistema. Los tres aislados pertenecientes a este clon portaban mecanismos duales
de resistencia a los macro´lidos. Sin embargo, con respecto a los 3 aislados formadores
del clon ST62, todos ellos de serotipo 11A y con el gen mef(E) como gen de resistencia
a macro´lidos, se agruparon en dos patrones diferentes de gel virtual mediante ana´lisis
por XJ, a pesar de ser aparentemente iguales por serotipo y MLST. Estos aislados no se
encuentran entre los que se seleccionaron para el estudio de la presencia de transposo-
nes conjugativos, sin embargo, dada la elevada variabilidad de estructuras encontradas
en este trabajo, podrı´a proponerse que esta agrupacio´n de un aislado, aparentemen-
te ide´ntico a los dema´s, en un patro´n diferente (P2) mediante XJ podrı´a deberse a la
presencia de estructuras de trasposicio´n ligeramente diferentes (fig. 4.15).
Entre los 13 clones independientes analizados, representados cada uno de ellos por
un u´nico aislado, el ana´lisis por XJ mostro´ ma´s patrones que por PC, por lo tanto se
confirmarı´a la estructura policlonal de la poblacio´n prevacunal. Esto tambie´n se apoyarı´a
en que tras los ana´lisis por ambos me´todos no se encontraron relaciones entre los ais-
lados incluidos en cada unos de los patrones con serotipos, clones internacionales de
multirresistencia o determinantes gene´ticos de resistencia para los macro´lidos (figs. 4.16
y 4.17).
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El ana´lisis global de los 49 aislados seleccionados de la coleccio´n de hemocultivos
mostro´ (al igual que en la coleccio´n prevacunal) que el me´todo XJ es capaz de dis-
criminar ma´s la variabilidad que el me´todo PC ya que mediante XJ se describieron 41
patrones y dos grupos mientras que por PC se describieron 26 patrones y dos grupos.
Es interesante destacar que los aislados que pertenecen a los clones Sweden15A-25,
clon ST1866 y complejo clonal ST62-ST55, se agrupan bajo un mismo grupo o patro´n
mediante el ana´lisis XJ y tambie´n mediante el ana´lisis PC en los ana´lisis por complejos
clonales y clones, como se describira´ a continuacio´n(figs. 4.18 y 4.19).
En el caso del ana´lisis realizado sobre los once aislados pertenecientes al comple-
jo clonal Spain9V-3, se detectan nueve patrones mediante el ana´lisis PC y ocho en el
ana´lisis XJ. En ambos ana´lisis se observa una coincidencia entre patrones PC o XJ y
serotipos (figs. 4.20 y 4.21). Mediante el ana´lisis por el me´todo PC distinguimos dos gru-
pos formados por diferentes patrones (G2 y G3), cabe mencionar que en el G2 los 3
aislados del P1 (de serotipo 14) se agruparon con el u´nico aislado del P4 (de serotipo
19F) pudiendo indicar un cambio capsular del serotipo 19F al serotipo 14 tras el empleo
de la vacunacio´n PCV7, ya que el serotipo 19F se encuentra incluido en dicha vacuna y
dicho cambio capsular ya se ha descrito en Espan˜a para este complejo clonal [257]. En
este complejo clonal los tres aislados de serotipo diferente al 14, uno 9V, otro 11A y otro
19F, no formaron grupo ni patro´n con otros aislados mediante el me´todo PC. El mismo
feno´meno se observo´ con respecto a los dos aislados que no fueron de ST557, sı´ no
de ST2246, que no formaron ni grupo ni patro´n con otros aislados, ni entre ellos mismos
tanto por PC como por XJ.
En el ana´lisis del complejo clonal Denmark14-32, tanto por PC como por XJ, el u´nico
aislado del complejo que presento´ caracterı´sticas diferentes (ST230 y serotipo 24) con
respecto a los dema´s aislados del complejo clonal, formo´ parte de un mismo patro´n con
otro aislado de ST276 y serotipo 19A, encontra´ndose patrones independientes entre el
resto de aislados de ST276 y serotipo 19A.
Resultados coincidentes con el ana´lisis mediante eBURST se observan en el complejo
clonal Spain6B-2, ya que mediante el me´todo PC los dos aislados pertenecientes a la
ST90 (ST fundadora que describe el clon) de serotipo 6B y con el gen erm(B) formaron
un mismo patro´n, mientras que el u´nico aislado de ST1624, tambie´n de serotipo 6B y
con los genes erm(B)+mef(E) formo´ otro patro´n. Sin embargo mediante el ana´lisis por
XJ, los tres aislados formaron tres patrones independientes. Esto podrı´a sugerir que
estos aislados del periodo 2000-2007 presentan una variabilidad mayor que los aislados
en el periodo 1999-2003, ya que en la coleccio´n prevacunal, en el ana´lisis por el me´todo
XJ el agrupamiento fue igual que el descrito por el me´todo PC.
Con respecto al complejo clonal Spain23F-1, mediante el ana´lisis por PC se agrupan
todos los aislados en un mismo patro´n, aunque mediante XJ so´lo se integran en un
mismo grupo. Esto reforzarı´a la idea de mayor variabilidad gene´tica entre los aislados de
la coleccio´n del periodo 2000-2007, ya que tambie´n el caso de este complejo clonal en
la coleccio´n prevacunal, so´lo se describio´ un patro´n. Este feno´meno tambie´n se observa
al estudiar el complejo clonal ST62-ST55 ya que los dos aislados formadores a pesar
de presentar diferente ST y serotipo (11A y 19A ) se agrupan bajo un mismo patro´n
mediante los dos tipos de ana´lisis. En este caso se demostrarı´a acumulacio´n de cambios
gene´ticos con respecto a la coleccio´n prevacunal, ya que en e´sta so´lo se describe el clon
ST62 (no se describen otras slv como la ST55) pero mediante el ana´lisis XJ se observan
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agrupaciones en diferentes patrones a pesar de que los aislados presentaban las mismas
caracterı´sticas genotı´picas y fenotı´picas.
En cuanto al ana´lisis de los aislados agrupados en clones con aislamientos mu´ltiples
y de los clones singleton clones (clones formados por un u´nico aislado) atendiendo a
las diferencias encontradas entre los dos tipos de me´todos se observaron tres tipos de
resultados.
Se detectan agrupaciones que asocian genotipos de resistencia a macrolidos, en
independencia de serotipo y ST. Para el clon ST1866 se observo´ que a pesar de
estar formado por 3 aislados del mismo serotipo (serotipo 4), mediante el ana´lisis
PC formaron un mismo patro´n mientras que mediante el ana´lisis XJ se describieron
dos patrones diferentes, uno de ellos agrupando los aislados con genotipo dual de
resistencia a macro´lidos y el otro con el gen erm(B). A pesar de ser ma´s discri-
minativo en describir diferencias gene´ticas, en este caso en base al genotipo de
resistencia a los macro´lidos, en el ana´lisis XJ estos dos patrones formaron un gru-
po, lo que podrı´a interpretarse como modificaciones intraclonales. Ocurre lo mismo
en los singleton clones (7 clones) con la salvedad de que entre e´stos no hay rela-
cio´n por ST ni por serotipo. Mediante el ana´lisis por PC se diferencian dos grupos,
ambos formados por dos patrones, en el grupo 1 se podrı´a establecer una rela-
cio´n en cuanto al gen erm(B), mientras que mediante el ana´lisis XJ los 7 clones
independientes representan un patro´n de gel virtual diferente cada uno de ellos,
reforzando que el ana´lisis XJ es ma´s discriminativo(figs. 4.24 y 4.25.
Se detectan agrupaciones entre aislados mediante el ana´lisis PC que no se corro-
boran mediante el XJ. Para el clon Sweden15A-25, formado por 5 aislados, mediante
el ana´lisis PC se describen 3 patrones diferentes y un grupo, sin poder establecer
entre los aislados de un mismo patro´n relacio´n en cuanto a serotipo o genotipo de
resistencia a macro´lidos. Sin embargo mediante el ana´lisis XJ los 5 aislados des-
cribieron un patro´n diferente de gel virtual cada uno de ellos (figs 4.22 y 4.23). Lo
mismo ocurre para los aislados formadores de los clones Engand14-9 y clon ST42,
ambos formados por 2 aislados cada uno. Se describe un u´nico patro´n mediante
PC y dos patrones mediante XJ. Esto avala que el ana´lisis XJ serı´a ma´s sensible
a detectar cambios dentro un mismo clon, con lo que podrı´an detectarse modifica-
ciones gene´ticas entre aislados que estarı´an considerados como clones puros.
Se detecta un bajo nivel de agrupaciones incluso entre aislados formadores de un
mismo clon, tanto por PC como por XJ. Se observa en los clones ST89 y ST30
pudiendo sugerirse que los aislados formadores de estos clones acumulan ma´s
diferencias gene´ticas a pesar de pertenecer a un clon (figs. 4.24 y 4.25
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5.3. Ca´lculo de la diversidad gene´tica mediante ı´ndices
matema´ticos
Mediante la aplicacio´n de diferentes ı´ndices matema´ticos es posible evaluar la diver-
sidad gene´tica y su distribucio´n entre los aislados prevacunales y de la coleccio´n de
hemocultivos y a su vez entre los aislados portadores de los diferentes genotipos de
resistencia a los macro´lidos [258].
El ı´ndice de diversidad clonal (CD) expresa la proporcio´n de diferentes STs por nu´me-
ro de aislados de forma que ası´ es posible determinar la proporcio´n de diversidad, pero
no la distribucio´n de e´sta entre los aislados. Para poder describir la probabilidad y dis-
tribucio´n de la diversidad es necesario aplicar otros ı´ndices matema´ticos como el ı´ndice
de Simpson (D) que calcula la probabilidad de la diversidad ya que es independiente del
taman˜o muestral y aplica probabilidades relativas, y los ı´ndices de Selander-Levin (H) y
Shannon (H ′) que muestran la distribucio´n de la diversidad entre los aislados estudiados.
Estos ana´lisis mostraron que tanto la probabilidad de diversidad como su distribucio´n
es mayor entre los aislados procedentes de la coleccio´n de hemocultivos y dentro de
esta coleccio´n, atendiendo al genotipo de resistencia a los macro´lidos, es superior entre
los aislados portadores de los genes erm(B)+mef(E) y de los portadores del gen erm(B)
como u´nico determinante gene´tico de resistencia (figs. 4.26 y 4.27). Si comparamos la
distribucio´n de la diversidad entre las dos poblaciones no parece haber grandes dife-
rencias entre los aislados prevacunales y los procedentes de hemocultivos que hemos
estudiado, lo que sugiere que la invasividad de S. pneumoniae es independiente de clo-
nes especı´ficos ya que refleja la misma diversidad que los no-invasivos de la coleccio´n
prevacunal (figs. 4.26 y 4.27).
La hipo´tesis de asumir que los mecanismos duales se producen por la adquisicio´n del
gen mef(E) por parte de un aislado que ya es portador del gen erm(B) podrı´a sugerirse,
ya que los aislados portadores del gen erm(B) muestran una distribucio´n de diversidad
(H ′ = 3, 75) en la coleccio´n de hemocultivos que parece disminuir levemente al obser-
var los aislados con mecanismos duales (H ′ = 3, 32) de la misma coleccio´n. Adema´s
la descripcio´n de aislados con mecanismos duales ha ido incrementando en diferentes
estudios tanto en Europa como en los EEUU [199, 246, 96]
En los datos aportados mediante el ana´lisis poblacional con el me´todo Diversilab R©,
se muestra una menor capacidad de agrupar aislados en la coleccio´n de hemocultivos
y por tanto podrı´a sugerirse una mayor diversidad gene´tica en esta poblacio´n. Aplican-
do el ı´ndice de evento (E) para evaluar la distribucio´n de la diversidad gene´tica, es en
la coleccio´n de hemocultivos donde se encuentran valores discretamente inferiores, en
especial en los aislados portadores de los genes mef como u´nico determinante gene´tico
de resistencia. A su vez, los valores de E para los aislados tanto con mecanismos duales
como u´nicamente con el gen erm(B), son tambie´n inferiores en la poblacio´n de hemocul-
tivos, pero las diferencias son mucho menores con respecto a los valores obtenidos para
la poblacio´n prevacunal (tab. 4.11).
Por lo tanto podrı´a sugerirse que los perfiles relativamente homoge´neos de los clones
invasivos con mecanismos duales de nuestra coleccio´n son ana´logos a los de los clones
con mecanismos duales que se encuentran colonizando las vı´as respiratorias, indicando
la accesibilidad de estos clones a la infeccio´n invasiva.
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5.4. Elementos de transposicio´n
En los u´ltimos an˜os se han publicado en la literatura estudios en los que se pone de
manifiesto la implicacio´n de diferentes elementos de transposicio´n en la acumulacio´n
de varios mecanismos de resistencia tanto a grupos de antibio´ticos distintos [259] co-
mo dentro de los de un mismo grupo. Esto sucede en el caso los macro´lidos, en el que
se observa la presencia de aislados con genes que codifican para diferentes mecanis-
mos de resistencia, en relacio´n con la presencia de diferentes transposones conjuga-
tivos [167, 199]. Muchos de ellos son variantes resultantes de la adquisicio´n de otros
elementos en la plataforma ba´sica de Tn916. En este trabajo se han realizado diferen-
tes aproximaciones para la caracterizacio´n de elementos implicados en resistencia a
macro´lidos, mediante la amplificacio´n de marcadores de las secuencias gene´ticas es-
peradas, y de las regiones con alta probabilidad de insercio´n de otros elementos (hot
spots) o “puntos calientes”. Se han obtenido resultados en ocasiones inesperados, que
sugieren en su conjunto la presencia de estructuras polimo´rficas en los elementos de
transposicio´n descritos en la literatura, que podrı´an haber emergido de la evolucio´n local
de los elementos de transposicio´n.
Mediante el ana´lisis de los resultados obtenidos no es posible establecer diferencias
en cuanto a la presencia y frecuencia de elementos de transposicio´n en funcio´n de la co-
leccio´n de procedencia. De acuerdo con la informacio´n obtenida mediante los diferentes
estudios aplicados en este trabajo, a pesar de que ambas colecciones son de cara´cter
policlonal y gene´ticamente diversas, los resultados obtenidos sobre los aislados de la
coleccio´n ma´s reciente muestran que e´sta posee mayor diversidad geno´mica y que por
tanto no se justificarı´a por diferencias en los elementos de transposicio´n.
No se obtuvieron correlaciones entre los resultados de las amplificaciones relacio-
nadas con la presencia de elementos conjugativos y determinados clones o complejos
clonales. Detectamos estructuras ma´s complejas o indicios de mu´ltiples copias del trans-
poso´n Tn916 entre los aislados que forman parte de complejos clonales, como ya se
ha descrito anteriormente [260]. Dichos complejos son frecuentemente estructuras de
adaptacio´n a condiciones locales pro´ximas, y que eventualmente formarı´an conjuntos de
intercambio ge´nico entre organismos kin-related, esto es, ligados por lazos genealo´gicos.
Por otra parte, la observacio´n de marcadores de diferentes transposones y elemen-
tos conjugativos es ma´s frecuente entre los aislados con mecanismos duales que entre
los aislados portadores u´nicamente de los genes mef como determinante gene´tico de
resistencia a los macro´lidos. En los estudios sobre la frecuencia de elementos de trans-
posicio´n en S. pneumoniae, estos se asocian a los aislados con presencia de dobles
mecanismos de resistencia a los macro´lidos [167, 199]. En el caso de nuestras coleccio-
nes, tanto mediante te´cnicas de tipado molecular como mediante el ca´lculo de la diver-
sidad y su distribucio´n mediante ı´ndices matema´ticos, la poblacio´n con mayor diversidad
gene´tica traducida en recambio capsular de serotipos, variedad de STs formadoras de
complejos clonales (CC) o valores elevados en los ı´ndices, fue la que comprendı´a los
aislados con mecanismos duales [258]. A pesar de esta variabilidad gene´tica (o debido a
ella) no se describe en la literatura, siendo posible que este tipo de aislados tenga mayor
frecuencia de transformacio´n [261].
Se detecta la aparicio´n de marcadores de estructuras conjugativas derivadas de Tn916
en aislados en los que no es posible mostrar mediante amplificacio´n la presencia del gen
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tetM, pudiendo tratarse de estructuras en mosaico [193] en las que pueden existir poli-
morfismos o diferencias en la secuencia gene´tica que no han sido detectables mediante
la aplicacio´n de las te´cnicas moleculares empleadas en este trabajo, apoyando ası´ la
idea de alta diversidad gene´tica en nuestras colecciones.
Si analizamos los resultados obtenidos por colecciones podemos observar que entre
los aislados procedentes de la coleccio´n prevacunal en todos los aislados con meca-
nismos duales (n=28) pudo obtenerse una amplificacio´n positiva para el gen tetM siendo
posible en la mayorı´a de ellos amplificar los genes marcadores de la presencia de Tn916,
pero sin embargo en 7 de ellos so´lo se encontro´ resultado positivo para la escisionasa
(xis). La ausencia de amplificacio´n para el gen que codifica para la integrasa podrı´a rela-
cionarse con polimorfismos en la secuencia, ya que esta proteı´na promueve la insercio´n
de Tn916 en el genoma del microorganismo receptor y S. pneumoniae y posee alta ca-
pacidad de recombinacio´n [259]. En las cepas con mecanismos duales se pudo tambie´n
inferir la presencia de elementos conjugativos como Tn2009 y Tn3872 ası´ como de de-
rivados de los elementos Tn6002 o Tn6003 [167]. En estas cepas la literatura describe
transposones Tn6002 y Tn3872 en los clones Sweden15A-25, Denmark14-32 y Spain6B-
2 [228, 262, 263]. No se detecto´ en ningu´n caso la integrasa del transposo´n Tn917,
tnpA, que no es amplificada en ninguno de los aislados, mientras que sı´ se amplifica el
gen tnpR (que codifica para la excisionasa) en 9 aislados, de los cuales so´lo en 5 se
puede establecer la presencia del elemento conjugativo Tn3872, ya que se liga Tn917 a
Tn916 (tab. 4.12).
La ausencia de las integrasas de Tn916 y de Tn917 en aislados en los que se observa
la presencia de elementos conjugativos derivados de Tn916, se produce en tres aislados
pertenecientes a un mismo complejo clonal (CC ST135-ST2638) y del mismo serotipo,
lo cual podrı´a relacionarse con la dispersio´n clonal a partir de uno de ellos en los que
existieran estructuras recombinantes de dichas integrasas (tab. 4.12).
El estudio de la regio´n de Tn916 en la que se inserta el elemento MAS en los aislados
con mecanismo dual de resistencia tambie´n cabe resaltar la complejidad de resultados
obtenida, ocasionalmente con amplificaciones multiples de dicho elemento en un mismo
aislado. La presencia de ma´s de una copia del tansposo´n Tn916 en estos aislados, con
inserciones de MAS en alguna de estas copias, darı´a lugar a que en un mismo aislado se
encontrara Tn916 y, simulta´neamente, sus derivados Tn6002 o Tn6003. Algunos aisla-
dos presentaron amplificaciones dobles. Este hecho podrı´a explicarse por polimorfismos
en la secuencia de hibridacio´n de los cebadores, ya que se trata de un hot spot esto es,
zona con mayor tendencia a recombinar.
Los resultados obtenidos entre los aislados con genes mef son ma´s sencillos de inter-
pretar, ya que tanto en presencia como en ausencia de tetM la presencia de Tn916 es
escasa. En la mayorı´a de estos aislados no se observa la presencia del gen que codifica
para la resistencia a tetraciclina, y que las escasas amplificaciones que se observan el
resto de marcadores gene´ticos son en mosaico, siendo el gen de la integrasa de Tn916
(int) el ma´s fa´cilmente amplificado en este caso. So´lo en dos de estos aislados podrı´a
inferirse la presencia del elemento Tn2009, aunque no se confirma ya que no se obser-
va amplificacio´n alguna que demuestre que MEGA y Tn916 esta´n ligados. Por u´ltimo,
en el u´nico aislado de la coleccio´n portador del gen mef(A) se observa la presencia de
Tn916 y del gen tetM, adema´s, en los dos aislados con amplificacio´n para el gen mef(E)
se obtuvo la amplificacio´n de MEGA degradado,cuyo mapa de restriccio´n con diferentes
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enzimas puso de manifiesto la presencia de una posible variante de MEGA (tab. 4.13).
Entre los aislados procedentes de la coleccio´n de hemocultivos, se observa mayor
complejidad de estructuras entre los portadores de mecanismos duales. En los 14 aisla-
dos seleccionados se observa la presencia de Tn916 mayoritariamente entre los aislados
portadores del gen tetM. No parece que haya inserciones de otros elementos en estos
aislados, salvo en el caso de la amplificacio´n que pondrı´a de manifiesto la insercio´n de
MEGA en Tn916 sugiriendo la presencia de Tn2009 [167], para la cual existen amplifi-
caciones dobles en algunos aislados, pudiendo interpretarse como la presencia de ma´s
de una copia de Tn916. En tres aislados en los que no se observo´ la presencia del gen
tetM si se observo´ la presencia de Tn916, pudiendo deberse la amplificacio´n negativa a
polimorfismos en la secuencia del gen tetM [187] o a la presencia de otras estructuras
de transposicio´n [193] (tab. 4.14).
Con respecto a los aislados de esta misma coleccio´n que poseen genes mef como u´ni-
co determinante de resistencia tambie´n se observa una menor presencia de elementos
conjugativos con respecto a los S. pneumoniae conmecanismos duales. En dos aisla-
dos se detecta la presencia de excisionasa (xis), mientras que so´lo en uno de ellos se
detecto´ tambie´n la integrasa (int) de Tn916. Estos aislados, sin embargo, no mostraron
amplificaciones que demostraran la presencia de otros elementos. Por el contrario se
detecto´ la posible presencia de ma´s de una copia de Tn916 y de Tn2009 en un aislado.
En contraste con la coleccio´n prevacunal, en este caso el u´nico aislado portador del de-
terminante gene´tico de resistencia mef(A) no mostro´ la presencia de ningu´n transposo´n
conjugativo (tab. 4.14).
Se analizo´ la presencia de estas estructuras entre los aislados que formaban el com-
plejo clonal mayoritario, CC Spain9V-3, formado por 17 aislados (agrupando los proce-
dentes de ambas colecciones). Como ya se menciono´ anteriormente, en este CC so´lo se
observa la presencia de mecanismos duales entre los aislados procedentes de la colec-
cio´n de hemocultivos. Dicha coleccio´n se recogio´ en el contexto de la implantacio´n de la
vacuna conjugada heptavalente y refleja el intenso recambio capsular (ninguno de ellos
pertenece al serotipo 9V), tanto entre los aislados prevacunales como en los procedentes
de hemocultivos. Dentro de este complejo clonal CC Spain9V-3, los aislados con meca-
nismos duales presentan mayor variabilidad de marcadores de elementos conjugativos,
con la presencia de un posible Tn2009 y de ma´s de una copia de Tn916 (tab. 4.15).
Los serotipos relacionados con estos aislados difieren del serotipo predominante (14),
siendo 11A y 19F, pudiendo estar relacionado con un efecto acumulativo de variabilidad
gene´tica ya que en el ana´lisis de estos aislados mediante DiversiLab R©, el aislado de
serotipo 11A presenta un patro´n u´nico y no relacionado con el resto de los aislados del
mismo complejo clonal (figs. 4.20 y 4.21).
Tambie´n se analizaron los resultados obtenidos para los aislados de ambas coleccio-
nes pertenecientes al serotipo 19A, dada su importancia en el posible reemplazamiento
de serotipos inducido por la vacunacio´n. Entre estos 7 aislados, so´lo uno de ellos fue co-
leccionado en el periodo en el que la vacunacio´n ya estaba vigente en la Comunidad de
Madrid, con lo cual inferimos que este serotipo ya se encontraba circulando previamen-
te a la introduccio´n de la vacunacio´n en Madrid. Tampoco el ana´lisis de los elementos
conjugativos puede relacionar el efecto de la vacunacio´n con la apariencia de elementos
de transposicio´n, ya que es en los aislados prevacunales en los que se encuentra la pre-
sencia de estructuras Tn916 y de sus derivados Tn6002 o Tn6003, todo ello en aislados
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portadores de mecanismos duales y pertenecientes a un mismo clon, Denmark14-32, ex-
plicando ası´ el mantenimiento de la resistencia tanto a β-lacta´micos como a macro´lidos
entre los aislados del serotipo 19A [255].
Por u´ltimo, en dos aislados de la coleccio´n prevacunal no relacionados clonalmente,
portadores del gen mef(E), en los que no fue posible detectar la presencia del elemento
MEGA, tras realizar una digestio´n enzima´tica a estos dos aislados y, por comparacio´n
con la digestio´n de los aislados control, se observo´ que el patro´n aparecı´a degradado,
mostrando bandas de diferente taman˜o a las esperadas. Esto podrı´a corresponderse con
polimorfismos en las secuencias de MEGA, incluso de los propios genes mef, como ya
se ha descrito en la literatura [180, 176, 177].
En el presente trabajo se ha intentado considerar simulta´neamente la prevalencia de
mecanismos de resistencia que afectan a los macro´lidos en dos colecciones sucesivas
de aislamientos clı´nicos de S. pneumoniae, junto con el ana´lisis de asociaciones entre
dichos mecanismos, dentro de la investigacio´n de la estructura poblacional de las cepas
comparando MLST y DiversiLab R©, y de su contenido en marcadores de elementos de
transposicio´n relacionadas con la resistencia a los macro´lidos.
Conclusiones
“Todos los objetos de la razo´n e investigacio´n humana pueden,
naturalmente, dividirse en dos grupos, a saber:
relaciones de ideas y cuestiones de hecho”
Hume
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6 Conclusiones
1. La resistencia a los macro´lidos de los aislados de Streptococcus pneumoniae en
Espan˜a (1999 y 2003, coleccio´n prevacunal) es elevada (34,3 %), acompan˜a´ndose
de altas tasas de resistencia a penicilina.
2. Entre los aislados resistentes a macro´lidos de la misma coleccio´n prevacunal, la
resistencia a penicilina (69,6 %, con alto nivel de resistencia) y tetraciclina (69,6 %)
es muy elevada.
3. Los aislados de S. pneumoniae con amplificacio´n positiva para los genes mef de la
coleccio´n prevacunal presentan altas tasas de resistencia para penicilina (82,2 %),
con alta resistencia a la tetraciclina (68,8 %).
4. El determinante gene´tico erm(B) es el ma´s prevalente (80,7 %) entre los aislados
de S. pneumoniae de la coleccio´n prevacunal. Un 11,4 % de los aislados prevacu-
nales presenta simulta´neamente dos mecanismos gene´ticos de resistencia a los
macro´lidos, erm(B) y mef(E), un porcentaje ma´s alto de lo esperado de acuerdo
con la revisio´n de la literatura. Entre estos aislados con mecanismos duales se
encontro´ amplicacio´n positiva para el gen tetM en un 100 % de los casos.
5. Los aislados prevacunales con evidencia de genes mef pertenecen mayoritaria-
mente a los serotipos 14, 6B y 19A; de forma minoritaria a los serotipos 23F, 19F
y 9V. Es de resaltar la presencia significativa del serotipo 19A (13 %) entre es-
tos aislados (antes de la introduccio´n de la vacuna PCV7). En esta coleccio´n co-
existen clones cla´sicamente asociados a la multirresistencia como el Spain23F-1 o
el Spain6B-2 con clones que han persistido tras la introduccio´n de la vacuna (CC
Spain9V-3 y CC Sweden15A-25), ası´ como secuencias-tipo asociadas a la posterior
dispersio´n clonal y mantenimiento del serotipo 19A como la ST276.
6. La resistencia a los macro´lidos entre los aislados de S. pneumoniae procedentes
de hemocultivos obtenidos en el Hospital Universitario Ramo´n y Cajal (2000-2007)
se mantiene elevada (18,2 %). La resistencia a penicilina es inferior (22,8 %) a la
del periodo prevacunal con marcada presencia de aislados con criterio de interpre-
tacio´n de CMI “intermedio”.
7. Entre los aislados resistentes a macro´lidos de la misma coleccio´n postvacunal, la
resistencia a penicilina (so´lo 28,2 % con alto nivel de resistencia) y tetraciclina es
muy elevada (60,2 % y 8,7 % respectivamente).
8. El determinante gene´tico erm(B) es tambie´n el ma´s prevalente entre los aislados
de S. pneumoniae de la coleccio´n postvacunal (92,3 %) encontra´ndose entre estos
aislados en un 52,7 % el gen tetM. Una cifra elevada (17,9 %) de los aislados pre-
vacunales presenta simulta´neamente dos mecanismos gene´ticos de resistencia a
los macro´lidos, erm(B) y mef(E).
9. Los aislados postvacunales con evidencia de genes mef pertenecen mayoritaria-
mente a los serotipos 14 (pese a la introduccio´n de PCV7), 19A y 6B; de forma
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minoritaria a los serotipos 23F, 15A y 1. En esta coleccio´n coexisten clones inter-
nacionales cla´sicamente asociados a la multirresistencia como el Spain6B-2 o el
England14-9 siendo los complejos clonales Spain9V-3 y Denmark14-32 los asocia-
dos al serotipo 19A.
10. La diversidad gene´tica, expresada en la aparicio´n de slv, dlv y en switching capsu-
lar, es superior entre los aislados de S. pneumoniae procedentes de la coleccio´n
postvacunal que en los pertenecientes a la coleccio´n prevacunal.
11. El coeficiente de correlacio´n Extended Jacard (XJ) permite detectar mayor diversi-
dad gene´tica que mediante el coeficiente de correlacio´n de Pearson (PC) cuando
se aplica a los resultados del sistema semiautoma´tico DiversiLab R©. Los agrupa-
mientos que se observan mediante el sistema DiversiLab R© no son coincidentes
con los descritos mediante otras te´cnicas de tipado como MLST.
12. Mediante la aplicacio´n de diferentes ı´ndices matema´ticos para evaluar la diversidad
gene´tica y la distribucio´n de dicha diversidad entre los aislados con amplificacio´n
positiva para los genes mef (tanto de la coleccio´n de prevacunal como de hemo-
cultivos), se observa una mayor diversidad entre los aislados de la coleccio´n de
hemocultivos y mayor distribucio´n de la diversidad gene´tica entre los aislados de la
coleccion prevacunal, en ambos casos, entre los aislados con mecanismos duales
[erm(B) y mef(E)].
13. La deteccio´n de marcadores de diferentes trasposones conjugativos derivados de
Tn916 puso de manifiesto la frecuente existencia de dichos elementos tanto en la
coleccio´n prevacunal como en la coleccio´n de hemocultivos. Dichos elementos se
asociarı´an con el mantenimiento y dispersio´n clonal de los aislados multirresisten-
tes en el marco de la vacunacion trece-valente.
14. Se observa mayor heterogeneidad de estructuras derivadas de Tn916 entre los ais-
lados con ambos determinantes gene´ticos de resistencia, erm(B) y mef(E), que en
aquellos que presentan el gen mef como u´nico determinante gene´tico de resisten-
cia a los macro´lidos.
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Objectives: Erythromycin resistance in Streptococcus pneumoniae is still increasing worldwide. All
78 erythromycin-resistant S. pneumoniae isolates collected from blood cultures in our hospital (2000–
07) were studied and the population structure was analysed by using different mathematical diversity
indexes.
Methods: Erythromycin resistance determinants were screened by PCR. The population structure,
including multilocus sequence typing, was analysed by using quantitative clonal diversity (diversity
ratio, Simpson, Selander–Levin and Shannon mathematical indexes).
Results: The leading resistance gene was erm(B) (74.3% of the isolates), followed by the erm(B) plus
mef(A) combination (17.9%) and mef(A) alone (7.7%). The most frequent serotypes were 14 (18%), 19A
(15.4%) and 6B (11.5%). A polyclonal structure was detected in resistant strains, including the Spain9V-3,
Spain6B-2 and Denmark14-32 international clones. Both genetic diversity and genetic distribution were
high, particularly among clones containing erm(B) and erm(B) plus mef(A) determinants.
Conclusions: The resistance determinants erm(B) and the combination of erm(B) plus mef(A) were
observed within multiple S. pneumoniae bacteraemic clones. The preservation of a polyclonal struc-
ture might provide a suitable background for further evolution of antibiotic resistance.
Keywords: pneumococcal blood isolates, macrolide resistance, clonal diversity indexes
Introduction
Macrolide resistance among invasive Streptococcus pneumoniae
isolates in Europe currently ranges from 11% to 34.7%.1 High
rates of macrolide resistance have also been detected in the USA
and China, reaching 29.3% and 94.3%, respectively.2,3 These
high rates have been explained as being due to the local spread
of specific S. pneumoniae clones.4 The linkage of resistance to
particular clones suggests that eventual changes in local clonal-
ity might modify the local resistance rates. On the contrary,
maintenance of high clonal diversity indicates high efficiency in
the lateral transfer of resistance mechanisms, particularly if
different mechanisms, such as erm(B) or mef(A) genes, spread
simultaneously. In this study, the presence of macrolide resist-
ance determinants in all S. pneumoniae clones collected from
blood cultures (2000–07) in a single university hospital in Spain
was studied. A polyclonal structure was observed, suggesting
an efficient transfer of erm(B) and mef(A) genes among
S. pneumoniae strains, which might contribute to the mainten-
ance of high rates of macrolide resistance.
Material and methods
Bacterial isolates
Four-hundred and sixteen S. pneumoniae isolates (one per patient)
were recovered from blood cultures between 2000 and 2007 in our
institution. The 78 erythromycin-resistant isolates detected within
this population (93.6% from adults) were selected for further
study.
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Susceptibility testing and erythromycin resistance phenotypes
MICs were determined and interpreted according to CLSI methods.
S. pneumoniae ATCC 49619 was used as a quality control strain.
The detection of erm induction was performed using the disc
diffusion approximation test.5
Detection of erythromycin resistance genes
PCRs were performed to detect erythromycin resistance determi-
nants. Genomic DNA from Streptococcus pyogenes AC1 and
S. pyogenes 02C1064 were used as positive controls.5
Population structure
Serotyping, PFGE and multilocus sequence typing (MLST) were
performed.5 PFGE patterns were compared with those of clones
established by the Pneumococcal Molecular Epidemiology Network
(PMEN).6 Clusters of related MLST sequence types (STs) were
grouped using eBURST (http://spneumoniae.mlst.net).
Quantitative genetic diversity analysis
Genetic diversity was quantitatively assessed by applying the fol-
lowing diversity indexes to all STs obtained by MLST: (i) the
clonal diversity index (CD),7 expressed as the ratio of the number of
distinguishable STs over the total number of isolates (N),
CD¼PSTi/N; (ii) the Simpson dominance diversity index (D),
which refers to the probability that two isolates extracted at random
belonged to different STs and is expressed as D¼12Pni(ni21)/
N(N21), where N is the total number of isolates studied and ni the
number of isolates with a particular ST;8 (iii) the Selander and
Levin index (H),9 expressed as H¼12Pfi2, where fi is the relative
frequency of each particular ST; and (iv) the Shannon index (H0),
H 0¼2Pfi log2 fi, where fi is also the relative frequency of each par-
ticular ST.10 Unlike the previous indexes, this last index measures
how uniformly the different STs within the population are distribu-
ted. Indexes were also applied to the erythromycin-resistant
non-invasive S. pneumoniae isolates previously published.5
Statistical analysis
For categorical values the x2 test was used and for continuous vari-
ables the Mantel–Haenszel test was used. Results were considered as
being statistically significant when the two-tailed P value was ,0.05.
Results
Erythromycin susceptibility pattern and resistance trends
The overall rate of erythromycin resistance among the 416
S. pneumoniae isolates was 18.7%, with a significant decreasing
trend over time (P¼0.025). Among erythromycin-resistant iso-
lates, overall resistance rates for penicillin, cefotaxime, tetra-
cycline and clindamycin were 60.2%, 29.5%, 80.7% and 98.7%,
respectively. A significant association was found between resist-
ance to tetracycline and resistance to erythromycin (P,0.001).
Macrolide resistance genes and phenotypes
The most common resistance gene was erm(B) (74.3%,
n¼58), followed by the erm(B) plus mef(A) combination
(17.9%, n¼14) and mef(A) alone (7.7%, n¼6). Inducible
(iMLSB) and constitutive (cMLSB) MLSB phenotypes were
found among the erm(B)-positive isolates (n¼46, 79.4% and
n¼12, 20.6%, respectively), and among those harbouring both
erm(B) and mef(A) genes (n¼12, 85.7% and n¼2, 14.3%,
respectively). The M phenotype was found in all six
mef(A)-positive isolates.
Population structure among the erythromycin-resistant
isolates
The most common serotypes were 14 (18%), 19A (15.4%), 6B
(11.5%), 19F (7.7%), 6A (5.1%) and 4 (5.1%) (Table 1). A
decreasing trend, close to statistical significance (P¼0.052), in
the frequency of serotypes (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F)
included in the heptavalent conjugate vaccine (PCV-7) was
seen within the study period. By using the PMEN classifi-
cation, six international resistant clones, including 27 different
STs, were identified. Population analysis detected four clonal
groups and 19 independent clones. The most frequent group
(16 isolates) was related to the Spain9V-3 international clone:
62.5% (10/16) harboured the erm(B) gene; 12.5% (2/16) the
mef(A) gene; and 25% (4/16) erm(B) plus mef(A) genes. The
second most frequent group was represented by the
Denmark14-32 international clone (n¼12 isolates), all of
which carried only the erm(B) determinant. The third most fre-
quent group, which comprised the Spain6B-2 international
clone, was formed by nine isolates, eight of which (88.9%)
had only the erm(B) gene, while one isolate (11.1%) harboured
both erm(B) and mef(A). Additional international resistant
clones found included Sweden15A-25 (n¼7), England14-9
(n¼2) and Tennessee14-18 (n¼1) (Table 1).
Quantitative genetic diversity in the erythromycin-resistant
isolates
By applying the simple CD index (proportion of STs found
among isolates harbouring a particular mechanism of resist-
ance), the blood isolates only carrying erm(B) appeared to be
less diverse (CD¼0.32) than those with only mef(A) (0.66) or
erm(B) plus mef(A) (0.78). The Shannon index (H0) provides a
complementary view to such an analysis, showing that the
diversity (relative frequencies of each ST) within the popu-
lation containing mef(A) was not as highly distributed
(H0¼1.92) as in the erm(B)-containing populations, either with
erm(B) alone (3.75) or with erm(B) plus mef(A) (3.32). It can
be suggested that the diversity of S. pneumoniae among blood
isolates was similarly high among isolates containing erm(B)
and erm(B) plus mef(A). Only a relatively low number of
different STs were present among mef(A)-positive invasive
isolates. This conclusion was also supported by the Simpson
(D) and related Selander–Levin (H) indexes, with lower prob-
ability of diversity for an invasive population with mef(A)
alone (0.87 and 0.72, respectively) than for those with erm(B)
alone (0.92 and 0.90, respectively) and erm(B) plus mef(A)
(0.96 and 0.89, respectively), but the scarcity of mef(A)-alone
strains is to be noted. When the quantitative assessment of
genetic diversity of this population was compared with the
non-invasive population, the diversity was consistently lower
among invasive clones (Table 2).
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Discussion
In a previous publication studying a non-invasive mef(A) plus
erm(B) S. pneumoniae population and including pre-vaccination
isolates, we observed that this population was polyclonal.5 It is
commonly accepted that invasive isolates correspond to a par-
ticular subset of S. pneumoniae strains and potentially a lesser
diversity could be expected when compared with non-invasive
ones. In the current study with invasive erythromycin-resistant
isolates, the maintenance of a highly polyclonal structure is of
note. Polyclonality should also be theoretically reduced by the
PCV-7 vaccination. We observed a decreasing but not statisti-
cally significant trend among isolates belonging to serotypes
included in the PCV-7.2,3 The maintenance of high rates of
macrolide resistance in a polyclonal local landscape can be
explained by horizontal gene transfer of erm(B) and mef(A)
genes, and by capsular switching. In our series, switching was
observed within the Spain9V-3 and the Denmark14-32 clonal
complexes. This is compatible with a potential process of
frequency-dependent selection, in which the less frequent clones
might have the advantage of eliciting weaker immune responses
in the host population.
Our work indicates that even if we are scanning a reduced
geographical area (which should favour a more clonal population
structure), the presence of both erm(B) and mef(A) determinants
occurred in a polyclonal S. pneumoniae landscape, unlike other
studies in which it was associated with a specific clone
(Taiwan19F-14).4 The converse trend was also observed in our
series: erm(B) alone, mef(A) alone or the erm(B) plus mef(A)
genes were found in the same Spain9V-3 international resistant
clone, suggesting the existence of a transclonal and intraclonal
exchange of resistance determinants.
Different diversity indexes were applied to quantitatively
evaluate the clonal diversity associated with different macrolide
resistance determinants. The mere calculation of the proportion
of different STs per number of isolates (CD index) described the
diversity, but was insufficient to appropriately assess its distri-
bution. Indeed, the CD index could wrongly suggest a slightly
higher diversity in invasive erm(B) plus mef(A) clones than in
non-invasive isolates. Applying Simpson, Selander–Levin and
Shannon indexes, we showed that the diversity distribution was
(as it could be expected) higher among non-invasive organisms
than among invasive ones. This suggests that the diversity of non-
invasive clones is not entirely represented in invasive isolates, but
this difference, particularly for erm(B)-plus-mef(A)-containing
genotypes, is relatively small. If we assume the hypothetical
acquisition of mef(A) genes by erm(B)-containing clones, this
process does not appear to influence its potential invasive
behaviour, as the clonal diversity distribution is almost identical
in both groups. It could be suggested that clonal diversity and
its distribution was created in erm(B)-containing genotypes,
and then the same population structure was enriched in mef(A)
genes.
In conclusion, a polyclonal structure involving international
resistant clones was found in S. pneumoniae invasive isolates
collected between 2000 and 2007. High clonal diversity was
maintained, particularly among isolates containing erm(B) or
erm(B) plus mef(A) genes. The preservation of this complex
polyclonal population structure should be attributed to the effi-
cient lateral spread of macrolide resistance determinants among
multiple S. pneumoniae clones, and might provide a suitable
background for further dissemination of antibiotic resistance.
This conclusion is even stronger, considering that the work was
carried out in a small geographical location, therefore in non-
favourable conditions for polyclonality.
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The population structure (serotypes, pulsed-field gel electrophoresis [PFGE] types, and multilocus
sequencing types) of 45 mef-positive Streptococcus pneumoniae isolates [carrying mef alone (n  17) or with
the erm(B) gene n  28)] were studied. They were selected from among all erythromycin-resistant isolates
(n  244) obtained from a collection of 712 isolates recovered from different Spanish geographic locations
in the prevaccination period from 1999 to 2003. The overall rates of resistance (according to the criteria
of the CLSI) among the 45 mef-positive isolates were as follows: penicillin G, 82.2%; cefotaxime, 22.2%;
clindamycin, 62.2%; and tetracycline, 68.8% [mainly in isolates carrying erm(B) plus mef(E); P < 0.001].
No levofloxacin or telithromycin resistance was found. Macrolide resistance phenotypes (as determined by
the disk diffusion approximation test) were 37.7% for macrolide resistance [with all but one due to mef(E)]
and 62.2% for constitutive macrolide-lincosamide-streptogramin B resistance [cMLSB; with all due to
mef(E) plus erm(B)]. Serotypes 14 (22.2%), 6B (17.7%), 19A (13.3%), and 19F (11.1%) were predominant.
Twenty-five different DNA patterns (PFGE types) were observed. Our mef-positive isolates were grouped
(by eBURST analysis) into four clonal complexes (n  18) and 19 singleton clones (n  27). With the
exception of clone Spain9V-3, all clonal complexes (clonal complexes 6B, Spain6B-2, and Sweden15A-25) and
73.6% of singleton clones carried both the erm(B) and the mef(E) genes. The international multiresistant
clones Spain23F-1 and Poland6B-20 were represented as singleton clones. A high proportion of mef-positive
S. pneumoniae isolates presented the erm(B) gene, with all isolates expressing the cMLSB phenotype. A
polyclonal population structure was demonstrated within our Spanish mef-positive S. pneumoniae isolates,
with few clonal complexes overrepresented within this collection.
Macrolide resistance among Streptococcus pneumoniae clin-
ical isolates has risen to prominence. The rate of resistance to
macrolides is even higher than that to penicillin, particularly in
Spain and some other European countries, such as France,
Poland, Greece, and Portugal (17, 23). In most European
countries, erythromycin resistance is mainly due to the pres-
ence of the erm(B) gene. This gene encodes an rRNA meth-
ylase responsible for the macrolide-lincosamide-streptogramin
B resistance (MLSB) phenotype and is associated with conju-
gative transposons. The clonal dispersion of erm(B)-positive S.
pneumoniae isolates and the horizontal transfer of transpos-
able elements carrying this determinant have been associated
with the increase in the rate of erythromycin resistance in this
organism (4, 12). Erythromycin resistance may also be associ-
ated with the expression of efflux pumps encoded by mef genes
that endow the macrolide resistance (M) phenotype (7). This
phenotype has traditionally been more prevalent in North
America than in Europe (7, 12).
In recent years, the presence of both the erm(B) and the
mef(E) genes in S. pneumoniae clinical isolates has been in-
creasingly recognized, but they are more prevalent in Asian
countries than in Europe and the United States (10, 11). De-
spite the interest in this association on the evolution of mac-
rolide and ketolide resistance, very few studies have investi-
gated the population biology of a collection of isolates
recovered during different time periods and/or from different
geographic origins (13, 26). In Spain, population structure
studies have shown that resistance in S. pneumoniae interna-
tional clones, such as clones Spain9V-3 and England14-9, are
mainly associated with those endowed with the M phenotype
(1, 2), whereas clones Spain23F-1 and Spain6B-2 are associated
with isolates endowed with the MLSB phenotype (14). This
type of analysis with S. pneumoniae isolates with both the
erm(B) and the mef genes has not been reported. In the
present study, the population structure and clonal relatedness
of 45 mef-positive isolates [62.2% of which had both the
erm(B) and the mef genes] identified within a collection of 712
S. pneumoniae isolates recovered from different Spanish hos-
pitals from 1999 to 2003 were fully investigated. Moreover, the
corresponding resistance phenotypes and antibiotic suscepti-
bility patterns were also studied.
MATERIALS AND METHODS
Bacterial isolates. Seven hundred twelve S. pneumoniae clinical isolates (244
isolates nonsusceptible to erythromycin) recovered during the prevaccination
period (in Spain, the conjugate heptavalent vaccine was accepted for use in 2002,
but it was rarely used until 2004) were studied. Isolates were prospectively
collected from 14 Spanish hospitals representing 14 different geographic areas
* Corresponding author. Mailing address: Servicio de Microbiolo-
gı´a, Hospital Universitario Ramo´n y Cajal, and CIBER-ESP, Madrid
28034, Spain. Phone: 34-91-3368330. Fax: 34-91-3368809. E-mail: rcanton
.hrc@salud.madrid.org.
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during the fall and winter seasons of 1999 through 2003. Among these strains, a
total of 45 mef-positive isolates were detected, and all of them were selected for
further studies. The origins of these 45 isolates are included in Table 1. A total
of 26.6% (12 of 45) of these isolates were of pediatric origin.
Susceptibility testing and erythromycin resistance phenotypes. The MICs of
penicillin G, cefotaxime, erythromycin, clindamycin, telithromycin, tetracycline,
and levofloxacin were determined by the broth microdilution method, according
to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (3). Incubation was
performed at 35°C in ambient air. S. pneumoniae ATCC 49619 was used as the
reference strain in each run. The breakpoints were those established by the CLSI
guidelines (3). The phenotypic detection of erm induction was performed by
using the macrolide (erythromycin)-clindamycin disk diffusion approximation
test, as described previously (17).
Detection of erythromycin resistance genes. A real-time PCR approach was
carried out for detection of the erm and mef genes among erythromycin-resistant
isolates by using the conditions described previously (20). A subsequent scheme
of multiplex PCR was followed to differentiate between the mef(A) and the
mef(E) genes. Specific primers designed for this purpose were forward primer
mefAF (5-AATACAACAATTGGAAACTT-3), forward primer mefEF (5-A
AGGAGTTGTGGTTCTGA-3), and a reverse primer for both the mef(A) and
the mef(E) genes, primer mefR (5-AATCGTGTAAATCATTGG-3). The ex-
pected sizes of the PCR products were 1,080 kb for mef(A) and 480 kb for
mef(E). The PCR amplification mixture of 25 l contained 15 mM Tris-HCl, 50
mM KCl (pH 8.0), 25 mM MgCl2, 100 M of each nucleotide, 0.15 pmol of the
two forward primers mefAF and mefEF, 0.3 pmol of reverse primer mefR, 1.5 U
of AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA), and
1 l of genomic DNA. The PCR conditions (PTC-100 thermocycler; MJ Re-
search Inc., Watertown, MA) comprised an initial denaturation step at 94°C for
12 min, followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 52°C
for 1 min, and elongation at 72°C for 1 min. After the amplification cycles, a final
elongation step of 10 min at 72°C was included.
Population structure. Serotyping was performed with the Neufeld Quellung
reaction by using antisera provided by the Statens Seruminstitut (Copenhagen,
Denmark). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed as previously
described by del Campo et al. (6). Briefly, chromosomal DNA was prepared by
following the standard protocol for gram-positive bacteria, with some modifica-
tions (6). The DNA was restricted with the SmaI endonuclease (Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Germany). Electrophoresis was per-
formed with CHEF DR-III equipment (Bio-Rad, Birmingham, United King-
dom) for 23 h at 14°C, and the following settings were applied: 6 V/cm and 1 to
30 s. The PFGE patterns obtained were compared with those for clones estab-
lished by the Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (16).
Multilocus sequence typing (MLST) scheme for S. pneumoniae was carried out
as described previously (9). Clusters of related sequence types (STs) were
grouped into clonal complexes (CCs) by use of the eBURST program (http:
//www.mlst.net). STs were clustered with BioNumerics software (version 4.0;
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) by using a categorical coefficient
and a graphing method called the minimum-spanning tree, as described previ-
ously (24).
Statistical analysis. Statistical associations were analyzed by the chi-square
test. Differences were considered statistically significant when the two-tailed P
value was less than 0.05.
RESULTS
Macrolide resistance genes, phenotypes, and susceptibility
patterns. Within the entire S. pneumoniae population (n 
712), 244 isolates were nonsusceptible to erythromycin. Among
those isolates, 80.7% carried the erm(B) gene as the sole ge-
netic determinant and showed the MLSB phenotype. In addi-
tion, 45 (18.4%) of the erythromycin-resistant isolates carried
a mef-type gene, and of these, 44 isolates had the mef(E) gene
and the remaining one had the mef(A) gene. It is of note that
28 of 45 mef-positive isolates also carried the erm(B) gene
(62.2%). In two isolates displaying erythromycin and clinda-
mycin MICs of 0.5 mg/liter, neither the erm(B) gene nor the
mef gene was detected. The constitutive MLSB phenotype was
observed in all 28 isolates carrying both the mef and the erm(B)
genes, whereas the M phenotype was detected in the remaining
17 isolates that carried only one of the mef genes alone. No
temporal or local geographic association among the mef-posi-
tive or the mef- plus erm(B)-positive isolates was observed
(data not shown).
The overall rates of resistance to penicillin G, cefotaxime,
tetracycline, and clindamycin among all 45 mef-positive iso-
lates were 82.2% [35.5% for mef-positive isolates plus 46.7%
for the mef- plus erm(B)-positive isolates], 22.2% [17.7% for
the mef-positive isolates plus 4.4% for the mef- plus erm(B)-
positive isolates], 68.8% [13.3% for the mef-positive isolates
plus 55.5% the mef- plus erm(B)-positive isolates], and 62.2%
[0% for the mef-positive isolates plus 62.2% for the mef- plus
erm(B)-positive isolates], respectively. Neither telithromycin
resistance nor levofloxacin resistance was found (MIC ranges,
0.03 to 1 mg/liter and 0.25 to 2 mg/liter, respectively).
Population structure in mef-positive S. pneumoniae isolates.
The serotype distribution among the 45 mef-positive isolates
was as follows: serotype 14, 22.2%; serotype 6B, 17.7%; sero-
type 19A, 13.3%; serotype 19F, 11.1%; serotype 11A, 6.6%;
serotype 9V, 6.6%; serotype 15A, 6.6%; serotype 23F, 4.4%;
and other serotypes, 11.1%. With a single exception, all iso-
lates belonging to serotype 14 (n  10) harbored the mef gene
alone. Six different PFGE patterns were found among the
mef(E)-positive isolates, with 58.8% of them belonging to the
Spain9V-3 clone. Among the erm(B)- plus mef(E)-positive iso-
lates, 19 different PFGE patterns were found, with the
Sweden15A-25, Spain6B-2, Spain23F-1, Poland6B-20, and Nor-
wayNT-42 clones represented. Analysis of the MLST results by
use of the eBURST program showed that our mef-positive
isolates were grouped into 4 CCs and 19 singleton clones (Fig.
1). The serotypes, the PFGE type distribution according to
analysis with the eBURST program, and the corresponding
STs are shown in Table 1.
The CCs grouped 18 of the mef-positive isolates; 10 of them
carried the mef(E) gene as the sole resistance determinant and
belonged to the Spain9V-3 international clone, and 8 isolates
carried both the erm(B) and the mef(E) genes. The latter
isolates were grouped into the Spain6B-2 international clone
(n  3); the Sweden15A-25 clone (n  2); and CC-6B, which
includes two different STs (ST135 and ST1638, which is a
double-locus variant of ST135) (n  3).
Twenty-seven isolates were grouped into singleton clones
which included some international resistant clones, such as
Spain23F-1 [two isolates harbored both the erm(B) and the
mef(E) genes], Poland6B-20 and NorwayNT-42 [one isolate
each carried both the erm(B) and the mef(E) genes], and
England14-9 [represented by the only isolate that carried the
mef(A) gene detected in this study]. With the exception of
tetracycline (MIC, 4 mg/liter), this isolate was susceptible to all
antibiotics tested. ST276 (a single-locus variant of the Den-
mark14-32 clone), ST549, and ST62 grouped more than one
isolate each (four, three, and three isolates, respectively), while
the other STs were each represented by a single isolate. The
relationship between the STs and the macrolide resistance
genes is shown in Table 1.
Serotype distribution according to analysis with the
eBURST program showed that even though strains of some
serotypes belonged to specific international clones, such as
serotypes 6B, 14, 19A, and 15A, these serotypes were also
found among the isolates grouped as singleton clones. The
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serotype distribution according to analysis with the eBURST
program is shown in Table 1.
Coresistance to penicillin (MIC range, 0.12 to 4 mg/liter)
was found among the isolates grouped into CCs. The only
isolate intermediate for cefotaxime (MIC, 4 mg/liter) belonged
to CC-Spain9V-3. This isolate also showed increased MICs for
levofloxacin (2 mg/liter). This was also found among the CC-
Spain6B-2 and CC-6B isolates. Only eight isolates (all of them
belonging to CC-Spain9V-3) were susceptible to tetracycline.
The susceptibility patterns among the CCs is shown in Table 2.
Some differences in susceptibilities among the isolates grouped
as singleton clones were observed between the mef-positive
isolates and the isolates containing both erm(B) and mef(E).
Coresistance to penicillin G was more prevalent among the
isolates carrying erm(B) plus mef(E) (89.2%) than among the
mef(E)/mef(A)-positive (70.5%) isolates. The same trend, but
with a high degree of statistical significance (P  0.001), was
observed for the rate of tetracycline resistance among the
isolates positive for both erm(B) plus mef(E) (92.8%) com-
pared with that among the mef(E)/mef(A)-positive (29.4%)
isolates. The rates of cefotaxime resistance were similar be-
tween the two groups. The susceptibility patterns of the sin-
gleton clones according to the macrolide resistance genotype
are shown in Table 3.
FIG. 1. Clustering of 30 STs identified among 45 mef-positive Streptococcus pneumoniae isolates by use of the minimum-spanning tree. Each
circle represents an ST, and the type number is indicated in the circle. The area of each circle corresponds to the number of isolates. Thick, short,
solid lines connect single-locus variants; thin, longer, solid lines connect double-locus variants; black dotted lines connect STs which differ at three
loci; and gray dotted lines connect STs that differ in more than three loci. CCs and international resistant clones (Pneumococcal Molecular
Epidemiology Network) are indicated.
TABLE 2. Susceptibility patterns of isolates belonging to different
clonal complexes
Antimicrobial
agent
MIC range (mg/liter)
Spain9V-3
mef(E)
(n  10)
Sweden15A-25
erm(B) 
mef(E)
(n  2)
Spain6B
erm(B) 
mef(E)
(n  3)
CC-6B
erm(B) 
mef(E)
(n  3)
Erythromycin 0.5–16 64 64 32–64
Clindamycin 0.03–0.25 64 64 32–64
Telithromycin 0.05–0.1 0.008–0.03 0.08–0.5 0.01–0.06
Tetracycline 0.5–4 64 64 4–64
Penicillin 0.12–4 0.12–0.5 4 0.12–0.5
Cefotaxime 0.06–4 0.06–0.12 1–2 0.12
Levofloxacin 0.25–2 1 1–2 0.5–2
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DISCUSSION
Typing studies are useful for providing an understanding of
the epidemiology and spread of resistant bacteria as well as
establishing control protocols against epidemics (9). For S.
pneumoniae, capsular typing is commonly used in clinical lab-
oratories and has demonstrated that particular serotypes, such
as serotypes 23F and 6B, are related to the worldwide spread
of penicillin G-resistant isolates (5, 21). PFGE is useful as a
means of observing recent changes, and MLST is valuable for
discriminating the variations that slowly accumulate among the
bacterial population (9). These techniques have been used in
our study with all 45 erythromycin-resistant S. pneumoniae
isolates carrying mef genes recovered during a prospective
study in different Spanish geographic areas. With the aid of the
MLST technique, the mef-positive isolates among our Spanish
S. pneumoniae isolates were demonstrated to be polyclonal,
with few CCs overrepresented within the collection studied.
Resistance to macrolides in S. pneumoniae dramatically in-
creased in Spain during the prevaccination period from 1999 to
2003 (17, 23). In our collection, 34.3% of the isolates were
resistant to erythromycin, mainly due to the presence of the
erm(B) gene. In recent years, an increase in the prevalence of
efflux mechanisms (M phenotype) has been observed (13, 20).
Among the macrolide-resistant isolates in our collection, the
M phenotype was found in 6.9% of the isolates, and all of them
carried a mef gene. However, the presence of this gene was
even higher, since 11.5% (28 of 244 isolates) of the isolates
with a constitutive MLSB phenotype concomitantly presented
the erm(B) gene. This value is higher than that previously
reported from other studies in Spain, in which mef isolates did
not have the erm(B) gene (2). Such an increasing association
between the mef(E) and the erm(B) genes was unexpected in a
country with a high incidence of S. pneumoniae isolates har-
boring the erm(B) gene. It is indeed difficult to understand the
possible selective advantage of these isolates harboring both
determinants, as erm(B) alone provides higher MICs than
those apparently needed to resist the actions of macrolides. In
other countries, the increased prevalence of isolates carrying
both determinants has been related to the spread of specific
clones, such the Taiwan19F-14 clone, and members of a specific
CC, CC-271, which includes ST271, ST236, and ST320 (8, 10).
It is of note that ST271 was also found in our collection, but it
was found as a singleton clone not related to the other STs
(Fig. 1). In our study, the presence of isolates with both the
erm(B) and the mef(E) genes was associated with three differ-
ent CCs and 14 singleton clones (Table 1). These results dem-
onstrated the nonclonal nature of the population studied and
that horizontal gene transfer processes might have occurred, as
may have the selection of resistant S. pneumoniae isolates
harboring the mef(E) and the erm(B) genes.
In addition, most of the erm(B) plus mef(E) isolates were
also resistant to penicillin, a fact that has also been found
among isolates in geographic areas where isolates with this
dual genotype are prevalent (10). On the other hand, tetracy-
cline resistance was significant among the isolates positive for
both erm(B) and mef(E). This fact could be related to the
presence of conjugative transposons, like Tn2010, recently de-
scribed in these isolates (4, 8). The participation of this trait in
the maintenance of these isolates should be investigated.
Within the population with both the erm(B) and the mef
determinants that we studied, we were able to identify mul-
tiresistant international clones (www.sph.emory.edu/PMEN)
circulating in Spain (2, 14, 18), including clones Spain6B-2 and
Sweden15A-25 among the CCs and clones Spain23F-1, Poland 6B-20
and NorwayNT-42 as singletons. Both the Spain6B-2 and
Sweden15A-25 clones have been shown to be overrepresented
among S. pneumoniae isolates that are highly resistant to pen-
icillin or that have an MLSB phenotype (2, 14). Among the
singleton clones, the Spain23F-1 clone was scarcely represented
in our collection (two isolates of serotypes 19A and 23F), as
were the Poland6B-20 and NorwayNT-42 clones, compared with
their representations in other studies (2, 14). Moreover, we did
not find the Spain14-5 clone, which also carries both genes and
which has been found in some specific geographic areas of
Spain over a 22-year period (15, 19). Among the isolates with
the mef gene as the sole resistance determinant, only one
isolate had the mef(A) subclass. This isolate belonged to the
international resistant clone England14-9, also described in
other European countries (1). The population of mef(E)-pos-
itive isolates was structured into four singleton clones and a CC
belonging to the Spain9V-3 international resistant clone with
capsular switching into serotype 14, as previously described by
Ardanuy et al. (1), and also into serotype 19A, as has been
observed in other studies (25). A rate of penicillin resistance of
only 14.2% was found among the mef(E)-positive singleton
clones, and the penicillin MIC range for isolates of the CC-
Spain9V-3 clone was 0.12 to 4 mg/liter, in agreement with the
findings of other Spanish studies (1).
In conclusion, the rate of macrolide resistance in our Span-
ish S. pneumoniae collection was high (34.3%). An increase in
TABLE 3. Susceptibility patterns of singleton clones
Antimicrobial
agent
mef(E)/mef(A) (n  17) erm(B)  mef(E) (n  20)
MIC (mg/liter) % of overall
resistance
MIC (mg/liter) % of overall
resistanceRange 50% 90% Range 50% 90%
Erythromycin 2–16 4 16 100 32–64 64 64 100
Clindamycin 0.03–0.25 0.03 0.25 0 16–64 64 64 100
Telithromycin 0.03–0.5 0.12 0.5 0 0.03–1 0.06 0.25 0
Tetracycline 0.12–4 1 4 42.8 2–32 16 32 95
Penicillin 0.01–1 0.03 1 14.2 0.015–4 1 4 85
Cefotaxime 0.008–0.25 0.01 0.25 0 0.015–4 0.5 2 25
Levofloxacin 0.5–1 1 1 0 0.5–1 1 1 0
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the presence of the mef gene compared with that in other
studies was detected, but this was not associated with the M
phenotype. Most of the mef-positive isolates also harbored the
erm(B) gene (62.2% of the mef- positive isolates), with all of
them showing the constitutive MLSB phenotype. Among the
isolates showing the M phenotype only, one carried the mef(A)
subclass and belonged to the England14-9 clone, as previously
described in Europe (1). Population structure analysis showed
that the mef-positive isolates are grouped in different clones
and CCs and not in only a few clones, as previously described
in other geographic areas (1, 14).
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